WYDZIAL BIOLOGII

i OCHRONY SRODOWISKA

Uniwersytet +odzki

Praca doktorska

wykonana w Katedrze Biofizyki Ogélnej
Instytutu Biofizyki

pod kierunkiem
prof. dr hab. Teresy Gabryelak

P todz, 2019

Stacjonarne Studia Doktoranckie
Genetyki Molekularnej, Cytogenetyki
i Biofizyki Medycznej

Aleksandra Joanna
Szwed

Ocena wtasciwosci biologicznych dendrymeréw
hybrydowych — karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowych (SMT)

Evaluation of the biological properties of hybrid dendrimers —
carbosilane-viologen-phosphorus (SMT)



Finansowanie pracy doktorskiej
Badania zostaly wykonane w ramach projektow:

,Mechanizmy  oddzialywan = pomiedzy  dendrymerami a  biatkami”
— projekt HARMONIA Narodowego Centrum Nauki. UMO2012/04/M/NZ1/00059.

,Sie¢ UE-Bialoru$-Rosja w dziedzinie przeciwnowotworowej terapii genowej
z wykorzystaniem nanomaterialdéw.” Akronim. NANOGENE w ramach
programu FP7-PEOPLE-2012-IRSES.

Dofinasowanie zadania badawczego dla mtodych naukowcow oraz uczestnikéw
studiow doktoranckich w latach 2015-2017.

Wspolpraca w ramach wykonywanych badan

M Universidad Uniwersytet Alcala, Hiszpania
de Alcal4 Katedra Chemii Organicznej i Chemii Nieorganicznej
dr Silvia Moreno, prof. Rafael Gomez-Ramirez,

prof. Francisco J. de la Mata De la Mata

Biatoruska Akademia Nauk w Minsku, Biatorus
Instytut Biofizyki i Inzynierii Komorki

prof. Dzmitry Shcharbin

Syberyjski Oddzial Rosyjskiej Akademii Nauk, Rosja
m & Instytut Biologii Chemicznej i Medycyny Podstawowej
o dr Evgeny Apartsin
WYDZIAL BIOLOGII Uniwersytet Lodzki
l i OCHRONY SRODOWISKA
Uniwersytet £odzki Pracownia Obrazowania Mikroskopowego

i Specjalistycznych Technik Biologicznych
mgr Sylwia Michlewska



Sktadam serdeczne podzigkowania
Promotorow: niniejszej rozprawy
prof. dr hab. Teresie Gabryelak

za opieke merytoryczng i wyrozumiatosé

w trakcie realizacji pracy.

Specjalne podziekowania sktadam
dr hab. Katarzynie Milowskiej, prof. nadzw. UL

za wsparcie, cenne wskazowki oraz poswigcony czas.

Dziekuje Pracownikom i Doktorantom Katedry Biofizyki Ogdlnej

Uniwersytetu Lodzkiego za zyczliwosc i przyjazng atmosfere pracy

oraz
Moim Najblizszym
Szczegdlnie Rodzicom

za wiare we mnie, wsparcie 1 pomoc w trudnych chwilach.



Spis tresci

Spis tresci

WYKAZ SKIOGLOW ... s 7
WSERD bbb 11
1. Dendrymery oraz ich zastoSOWanie. .............cccccoereiiiiiiiiiiii 12
1.1. Dendrymery - charakterystyka ogolIna...........c.cccooovriniiiiinnninceenes 12
1.2. Dendrymery oraz ich zastosowanie w badaniach biomedycznych.................... 14

2. Oddzialywanie dendrymerow z biatkami.............cccooooiiiiiiiiiice, 18
3. Dendrymery jako transportery lekéw i materialu genetycznego ....................c.c........ 23
3.1. Uklady transportujace leki do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN)........ 23
3.2. Dendrymery jako nosniki siRNA ............cccccoiiiiiiiiiia 26

4. Toksycznos$¢ dendrymerOw in Vitro OYaz if Vivo ... 31
5. el PraCy ....ccuiiiiiiiiiiiiicc s 33
6. Hipotezy badawcze...............ccccovviiiiiiiiiiiiii 34
7. Materialy i metody badawcze ...........cccocoviiiiiniiiiii 35
7.0, Materialy ......ccooiiiiiiiiii 35
7.1.1. Material badawczy ... 35

7.1.1.1. DERATYIETY w.eouvvvniiiiiiiiiiiiiciiicicictiececs et 35
7.1.1.2. Biatka eNZYMALYCZNE ........ocvvviuiuiiiiiiiiiiiiiciiiiiictisieece e 38

7113 SIRINA s 38

7.1.1.4. Linie KOMOTKOWE ........c.cuouevemiminiiiiininiiiiiicic s 38

7.0.2. OdCzyNniKi ...ccooviviiiiiiiiiiiiii e 39

7.1.2.1. Odczynniki do hodowli komorek it DItro .........ccccovveueiviniiieiininiiiiniiicinicieceens 39

7.1.2.2. Barwniki i S0ndy fIUOTESCENCYTNE .......ccovveuieiviriiiiiiiiiiiiiiicieiieiceeeeeeaeeeeen 39
7.1.2.3. Pozostate 0ACZYNNIKI .........cccueiviriiiiiiiiiiiiiiiciciiciceec e 40

7.2. Stosowane metody badawcze .............ccocoeiiiiiiiiiiiie 41
7.2.1.  Gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu (Trp) w biatku.........cccovvriiinnnnns 41

7.2.2. Oznaczenie potencjaltl zeta.........cocoovovieiiiiiiiiiiic 41

7.2.3. Spektropolarymetria dichroizmu kotowego (CD).......c.cccoveriiiiiininnnn 42

7.2.4. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM).........ccccoeurriiiniiinninnn 43

7.2.4.1. Wizualizacja kompleksow dendrymerow SMT z biatkami i sSiRNA....................... 43

7.2.4.2. Ultrastruktura komorek N2a...........cccvveiiiiniiiininiiiiiiiccccceennes 43



Spis tresci

7.2.5. Elektroforeza Zelowa.........ccocooeeiiiiinininiiiniiiccee s 44
7.2.6. Formowanie dendrypleksow i ich transfekqja .........cccoevericiciiinnnn 45
7.2.7. Hodowla KOmMOTKOWa ........cciuimiiiiiiiiiicccc s 45
7.2.7.1. Komorki AdRETentre. .........ccoovvviviiiiiiiiiiiciciicicicttt e 45
7.2.7.2. KOMOTKI ZATWIESTIOTWE ......eevvvniiicniiieicnitc ettt 46
7.2.8. Oznaczenie wlasciwosci cytotoksycznych dendrymerow ...........ccoccoeveeeee. 47
7.2.8. 1. TeSt MTT ..ottt 47
7.2.8.2. Test Alamar BIUE.............oooeuiiviiiiiiiiiiiiciicicts e 47
7.2.9. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu z uzyciem

sondy HoaDCFDA ........oiiiiiiict e 48
7.2.10. Oznaczenie zmian blonowego potencjatu mitochondrialnego

zuzyciem SONAY JC-Tu o 49
7.2.11. Ocena morfologii KOmMOTEK ..........coccooviiiiiiiiiiiiciicccc e 50
7.2.12. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych...................... 50
7.2.12.1. Podwojne barwienie oranz akrydyny/bromek etydyny (AO/EB)........................ 50
7.2.12.2. Podwdjne barwienie aneksyna V/jodek propidyny (PI) ...........cccovvvevecnnininvcnnnnes 51

7.2.13. Ocena morfologiczna oraz wizualizacja wyznakowanych fluoresceing

dendryplekséw w komorkach zawiesinowych ... 52

7.2.14. Ilosciowa ocena stopnia wnikania dendryplekséw wyznakowanych

fluoresceing Ao KOMOTEK ........cuvieiiriirieieieieeeeesee ettt 53
7.2.15. Analiza statyStyCzna........cccocoeeiiiiiininiie s 53
WYIHKI - 54
Oddzialywania dendrymerow karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych

z wybranymi bialkami enzymatycznymi ..., 54
8.1.1. Gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu (Trp) w badanych biatkach........... 55
8.1.2. Potengjal zeta.........ccoovovoiiiiiiiiiiii 61
8.1.3. Zmiany struktury drugorzedowej biatek..........ccccocoovrmninniiiii 64
8.1.4. Wizualizacja kompleksow dendrymeréw SMT z biatkami...........cceeueenen. 71

Wplyw dendrymeréw hybrydowych na mysie komdrki nerwowe

linii N2a i mHIPPOE-18 .......c.ccoiiii s 73

8.2.1. Cytotoksycznos¢ dendrymeréw SMT wobec mysich linii komdérkowych.. 74
8.2.2. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych w komdrkach .................. 76

8.2.3. Zmiany mitochondrialnego potencjalu blonowego .........ccccccccecvviviiiiinnniae. 79



Spis tresci

9.

10.
11.
12.
13.

8.2.4. Zmiany poziomu reaktywnych form tlenu, mitochondrialnego potencjatu

btonowego oraz zywotnosci komorek mHippoE-18 i N2a pod wptywem

dendrymeru SMT1 w zaleznosci od czasu inkubacji .........cccoeueeeiccccinn 81
8.2.5. Morfologia komorek linii N2a oraz mHippoE-18..........ccccoccviviiiiiiniinnns 83
8.2.6. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych...................... 86
8.2.6.1. Podwdjne barwienie oranz akrydyny/bromek etydyny (AO/EB).........ccccevvuvuneee. 86
8.2.6.2. Podwdjne barwienie aneksyna V/jodek propidyny (P ...........ccccovvvivivniinnnnnnne. 88
8.2.7. Ultrastruktura komorek N2a .........ccocccoiviiiiiiiniiiiiiiics 90

8.3. Dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe jako

nanonosniki SIRINA ... 93
8.3.1. Potencjal zeta........ccoeiiiiniiiiiiiiiiii 94
8.3.2. Zmiana struktury drugorzedowej siRNA..........cccccoevviiinniiiniiiiis 95
8.3.3. Elektroforeza Zelowa..........cccocoeuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiicci e 98
8.3.4. Wizualizacja komplekséw dendrymeréw SMT z siRNA ..............ccooeueeee. 101
8.3.5. Cytotoksycznos¢ dendryplekséw wobec komodrek zawiesinowych.......... 103

8.3.6. Internalizacja dendrypleksow wyznakowanych fluoresceing
dO KOMOTEK ..o 105

8.3.7. Analiza morfologiczna oraz wizualizacja wyznakowanych fluoresceing

dendryplekséw w komoérkach zawiesinowych ... 106

8.3.8. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych metoda
podwdjnego barwienia aneksyna V/jodek propidyny.........cccoviiiinniiinniinnnnns 107

DYSKUSa.....coouiiiiiiiiii s 110

9.1. Oddzialywania dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych
z wybranymi biatkami enzymatycznymi ... 110

9.2. Wplyw dendrymeréw hybrydowych na mysie komodrki nerwowe

linii N2a i mMHIPPOE-18 .......c.cciiiiiiiiiic s 118

9.3. Dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe jako

nanonos$niki SIRNA ... 126
WIHOSKI ..o 134
SHI@SZCZENIE ... 135
SUMIMNATY ..ot 138
Literatura.......ccooiiiiiiic 140



Wykaz skrotow
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ApB — peptyd beta amyloidu

AChE — acetylocholinoesteraza

AD — choroba Alzheimera

Ann-V — aneksyna V

AO — oranz akrydyny

AP — fosfataza alkaliczna

API — jelitowa fosfataza alkaliczna

APL — fosfataza alkaliczna tkankowo niespecyficzna

APP — lozyskowa fosfataza alkaliczna

AST — aminotransferaza asparaginianowa

BBB — bariera krew-modzg

BBTB — bariera krew-modzg-nowotwor

BChE — butyrylocholinoesteraza

B14 — linia komorkowa fibroblastéw chomika chinskiego

Ca9-22 — ludzka linia nowotworu dzigset

CBS — dendrymery karbokrzemowe

CBS-CS — dendrymery karbokrzemowe posiadajace wigzania
wegiel-krzem

CBS-OS — dendrymery karbokrzemowe posiadajace wigzania
tlen-krzem

CC50 — stezenie cytotoksyczne 50%

CD — dichroizm kotowy

CNT — nanorurki weglowe

CPD — kationowe dendrymery fosforowe

CS — chitozan

DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DCF — 2, 7’-dichlorofluoresceina

DCFH: — 2'7'-dichlorodihydrofluoresceina

DDS — system dostarczania lekow

DMEM — medium do hodowli komorek Eagle'a Dulbecco

DMSO — dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DOX — doksorubicyna
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Wstep

Wstep

Dendrymery — nanoczastki zsyntetyzowane po raz pierwszy w 1978 roku,
zawdzieczaja swoja popularnos¢ wyjatkowej tréjwymiarowej topologii,
wielofunkcyjnosci, specjalnym wtasciwosciom chemicznym i fizycznym oraz
szerokiej gamie potencjalnych zastosowan, ktore nie sa osiggalne dla czastek
o strukturze liniowej. Unikalne wlasciwosci dendrymerow takie jak doktadnie
zdefiniowana wielko$¢ i struktura, a takze elastycznos¢ oraz monodyspersyjnosc
to gtowne powody, dla ktorych sa one tak intensywnie badane pod katem
wykorzystania w medycynie. Mimo iz wilasciwosci tych nanoczastek zostaty
okreslone w szerokim zakresie, szczegOlnie te fizykochemiczne, ich wplyw
na systemy biologiczne pozostat w duzej mierze niezbadany. Biorac pod uwage
zastosowanie dendrymerdéw jako nosnikdw oligonukleotydow, siRNA, czy tez
lekéw, nalezy poznac¢ ich wlasciwosci biologiczne, w tym toksycznos$¢ oraz
biokompatybilnos¢.

Przedmiotem ponizszej pracy sa dwa dendrymery hybrydowe niskiej
generacji. Dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe (SMT) powstaty
jako hybryda trzech dobrze poznanych klas dendrymeréw: karbokrzemowych,
fosforowych oraz wiologenowo-fosforowych.

Przeprowadzone badania sa proba okreslenia wlasciwosci biologicznych
nowej klasy dendrymerow hybrydowych karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowych dwodch generacji, celem ich potencjalnego wykorzystania
w przysztosci, jako nosnikéw dla lekow lub lekdéw per se, w zaburzeniach
osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), jak rédwniez nos$nikow materiatu

genetycznego w terapii genowe;j.

11



Czesc teoretyczna

1. Dendrymery oraz ich zastosowanie
1.1. Dendrymery — charakterystyka ogdlna

Dendrymery - monodyspersyjne polimery o dobrze zdefiniowanej,
symetrycznej strukturze — od lat 80-tych przyciagaja uwage szerokiego grona
naukowcow. Zsyntetyzowane po raz pierwszy w 1978 roku przez Fritza Vogtla
(Buhleier i wsp., 1978), a wkrotce potem niezaleznie réwniez przez zespoty
Tomalii i Newkome’a (Tomalia i wsp., 1985; Newkome i wsp., 1985), nanoczastki,
zawdzieczaja swoja popularnos¢ wyjatkowej tréjwymiarowej topologii,
wielofunkcyjnosci, specjalnym wlasciwosciom chemicznym i fizycznym oraz
szerokiej gamie potencjalnych zastosowan, ktore nie sa osiggalne dla czastek
o strukturze liniowej. W budowie tych polimeréw mozna wyrdzni¢ centralnie
polozony rdzen oraz promieni$cie odchodzace od niego dendrony (galezie),
konczace si¢ grupami funkcyjnymi (Ryc. 1). Istnieje mozliwos¢ selektywnej
funkcjonalizacji i modyfikacji czasteczek, dzigki ktéorym mozna w precyzyjny
sposob dostosowywac ich wiasciwosci. Grupa tych nanopolimeréw posiada
szereg potencjalnych zastosowan w dziedzinie medycyny, jak réwnieZ poza nia,

m.in. w procesach przemystowych ( Szymanski i wsp., 2012; Gupta i Nayak, 2015).

00
Rdzeri 8\,940' 3 @x@g—% Dendron

< Wolna przestrzen
f\

W ! _
gcralﬁZrzchnMy o 6-06(5 (jama)

Ryc. 1. Budowa dendrymeru. Opracowanie wlasne.
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Czesc teoretyczna

Trojwymiarowe dendrymery rdéznigq si¢ wlasciwosciami od polimerédw
liniowych. Jednakze, jak podkresla Lee i wsp. (2005), dendrymery posiadaja wiele

korzystnych cech w kontekscie ich zastosowan medycznych, w tym:

- ich  biodystrybucja oraz  wlasciwosci  farmakokinetyczne = moga
by¢ w kontrolowany i precyzyjny sposob dostosowane poprzez okreslenie
rozmiaru i struktury dendrymeru, wysoka jednorodno$¢ chemiczna
i strukturalng oraz monodyspersyjnos¢, dzigki ktorym istnieje mozliwosc¢
ograniczenia rozbieznosci pomiedzy réznymi partiami syntezy oraz
W jej obrebie,

— mozliwos¢ funkcjonalizacji m.in lekami, ligandami, czy chromoforami
(poprzez przylaczenie do grup powierzchniowych lub wypelnienie wolnych
przestrzeni wewnatrz nanoczasteczki) oraz zwigkszenie pojemnosci czasteczki
(wzrost generacji),

— mozliwos¢ zwigkszenia biodegradowalnosci czastek poprzez dobdr ich sktadu

chemicznego.

Pomimo wymienionych powyzej korzysci, dendrymery nadal stoja przed
wieloma wyzwaniami zwiazanymi z wprowadzeniem na rynek opartych na nich
lekéw. Jednym z nich jest minimalizacja kosztow zwiazanych z synteza czastek
na skale przemystowa. Moze to sta¢ na przeszkodzie w wykorzystaniu tych
obiecujacych nanoczastek w praktyce. Jednakze, naukowcy nie ustaja w tworzeniu
nowych grup dendrymeréw o udoskonalonych wlasciwosciach w kontekscie

ich zastosowan medycznych (Lee i wsp., 2005).

13



Czesc teoretyczna

1.2. Dendrymery oraz ich zastosowanie w badaniach biomedycznych

Intensywnie prowadzone badania naukowe, ktorych przedmiotem
byly dendrymery, zaowocowaly powstaniem szerokiej bazy publikagji
dotyczacych mozliwego zastosowania tych polimeréw w diagnostyce
oraz terapii, jako nos$nikow lekéw, kwasoéw nukleinowych, plazmiddéw,

czy oligonukleotydow, lub tez jako lekow per se (Ryc. 2).

Dendrymery jako nosniki: Dendrymery jako leki:

Przeciwciat Antybakteryjne,
z antygrzybicze
radioaktywnymi oraz
markerami antywirusowe

Materiatu
genetycznego

W procesie
Fotouczulaczy neurodegeneracji
W teraqll _ Kontrastu
fotodynamicznej W rezonansie
(PDT)

magnetycznym
(MRI)

Ryc. 2. Przykladowe medyczne zastosowania dendrymerow. Opracowanie

wlasne.

Pierwsza kompletna klase dendrymerdéw, ktore zostaly zsyntetyzowane,
scharakteryzowane i skomercjalizowane, stanowia dendrymery
poliamidoaminowe (PAMAM) (Tomalia i wsp., 1985; Tomalia, 1996).
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Czesc teoretyczna

Dostepne komercyjnie dendrymery PAMAM moga by¢ fatwo modyfikowane
i funkcjonalizowane. Dzigki zmianie ich wlasciwosci, takich jak tadunek
powierzchniowy czy lipofilowos¢, mozliwe jest zwigkszenie zakresu
ich zastosowan biologicznych (Albertazzi i wsp., 2013).

Dane literaturowe wskazuja, ze dendrymery PAMAM moga zwiekszac
aktywnos¢ i rozpuszczalno$¢ niektorych lekow w wodzie. Wykorzystanie
dendrymeréw PAMAM jako nosnikow sulfametoksazolu (leku bedacego
antybiotykiem bakteriostatycznym) przyczynito sie do wzrostu aktywnosci
antybakteryjnej leku oraz spowodowalo zwigkszenie jego rozpuszczalnosci
w wodzie (Ma i wsp., 2007). W hodowlach in vitro, na linii komoérkowej HFF
(immortalizowane ludzkie fibroblasty napletka), modyfikowane dendrymery
PAMAM wykazywaly dzialanie antywirusowe wobec wirusa HSV-1 i HSV-2
(Bourne i wsp., 2000).

Dendrymery PAMAM sa tez stosowane do transportu lekdéw
przeciwnowotworowych takich jak cisplatyna, metotreksat czy doksorubicyna
(DOX). Enkapsulacja cisplatyny wewnatrz czasteczki dendrymeru PAMAM
skutkuje powstaniem koniugatu o stopniowym uwalnianiu leku, a takze wigksza
kumulacja w litym guzie i mniejsza toksycznoscia w porownaniu
do samej cisplatyny. Koniugaty hydrazonowe (PAMAM-hyd-DOX) powstale
pomiedzy czasteczka doksorubicyny, a czasteczka dendrymeru PAMAM
wykazuja toksyczne dzialanie w stosunku do komorek linii Ca9-22 (ludzka
linia nowotworu dziaset). Acetylowane dendrymery PAMAM, wzbogacone
kwasem foliowym (ligand dla komodrek nowotworowych), fluoresceing
(fluorofor) i metotreksatem (lek przeciwnowotworowy), podawane myszom
bedacym nosicielami podskérnego nowotworu KB, powodowaly znaczaca
redukcje guza w stosunku do grupy kontrolnej (podawana sdl fizjologiczna)
(Kukowska-Latallo i wsp., 2005).

Dendrymery PAMAM, zakonczone grupami aminowymi sg wykorzystywane
jako niewirusowe czynniki transportowe, zwigkszajace poziom transfekcji
DNA na drodze endocytozy do komorek i ostatecznie do jadra komdrkowego.
Na rynku istnieje komercyjnie dostepny produkt oparty na dendrymerach
PAMAM (SuperFect®), stuzacy do transfekcji DNA do komorek eukariotycznych
(Bielinska i wsp., 1999; Dass, 2002; Sekowski i wsp., 2008).

15



Czesc teoretyczna

Dendrymery PAMAM zostaly réwniez wykorzystane jako czynniki stuzace
do obrazowania klinicznego, w terapii fotodynamicznej (Esfand i Tomalia, 2001;
Sekowski i wsp., 2008; Lee i wsp., 2009; Albertazzi i wsp., 2013).

W  przypadku rozpuszczalnych w wodzie dendrymeréw fosforowych,
zsyntetyzowanych po raz pierwszy w roku 1990 przez Engela, gléwnym
elementem ich struktury jest hydrofobowy rdzen zbudowany z atoméw fosforu
oraz hydrofilowe grupy powierzchniowe, ktore ulatwiaja tworzenie hydrozelow
oraz pecherzykéw w wodzie. Ponadto, wbudowany w gatezie atom fosforu
utatwia ich synteze oraz dalsza modyfikacje czasteczki dendrymeru, a takze
zwieksza jej stabilnos¢ termiczng niezaleznie od generacji (Rengan i Engel 1990).

Trzeba jednak pamieta¢, Ze na stabilno$¢ termiczng i rozpuszczalnosc
dendrymerdéw fosforowych, jak i wszystkich innych grup dendrymerdéw, bedzie
mial wplyw rodzaj grup powierzchniowych oraz ich ewentualne modyfikacje.
Obecnos¢ fosforu w strukturze dendrymeru jest szczegdlnie wazna ze wzgledu
na oddzialywanie z wukladami biologicznymi i warunkuje wykorzystanie
tego typu dendrymerdéw jako nanonosnikéw, czy lekéw per se. Udowodniono,
ze dendrymery fosforowe stymuluja aktywacje i namnazanie ludzkich
monocytow i komorek NK, intensyfikuja wzrost komdrek nerwowych, wykazuja
wlasciwosci przeciw wirusowi HIV, chorobie Alzheimera (dzieki zdolnosci
do hamowania agregacji peptydu Afi2si biatka MAP-Tau), chorobie Parkinsona
(dzieki mozliwosci hamowania agregacji a-synukleiny), przeciwprionowe
(in wvivo), a takze znajduja zastosowanie jako S$rodki obrazujace (in vivo)
oraz wektory do transfekcji. Kationowe dendrymery fosforowe (CPD)
generacji trzeciej i czwartej moga wchodzi¢c w oddzialywania zaréwno
z naladowanymi jak i obojetnymi blonami lipidowymi i liposomami
(Wasiak i wsp., 2011; Lazniewska i wsp., 2013b; Caminade i Majoral 2013;
Caminade i wsp., 2017).

Pierwsze doniesienia odnosnie zastosowania struktury karbokrzemowse;j,
ktére moze by¢ postrzegane, jako dendrymer karbokrzemowy (CBS) pierwszej
generacji pochodza z roku 1978 z prac Fetters’a i wsp. (Hadjichristidis
i wsp., 1978). Jednakze, to dopiero trzy zespoly badawcze: Van Der Made
i wsp. (1992, 1993), Zhou i wsp. (1992, 1993) i Muzafarov i wsp. (1993),
niezaleznie od siebie zglaszaly pelna synteze dendrymerow CBS roznych generacji
(Frey i Schlenk, 2000).
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Cecha charakterystyczna tej grupy dendrymerdéw jest obecnos¢ krzemu
w ich czasteczce, a wiec rowniez wiazan wegiel-krzem, ktére odpowiadaja
za stabilnos¢ kinetyczng i termodynamiczng oraz za hydrofobowa nature
wnetrza czasteczki. Mozna ich charakter zmieni¢ poprzez modyfikage
hydrofilowych grup powierzchniowych. Stad rozpuszczalne w wodzie
dendrymery karbokrzemowe z réznymi modyfikacjami grup powierzchniowych
stwarzaja mozliwos¢ wykorzystania ich w badaniach biomedycznych. Dane
literaturowe wskazuja tez na przeciwwirusowa aktywnos¢ dendrymerdw
CBS modyfikowanych resztami cukrowymi. Aktywno$¢ przeciw wirusowi
HIV wykazuja dendrymery CBS z grupami karboksylowymi, siarczanowymi
i naftylosulfonianowymi. Ponadto wykazano, ze dendrymery CBS moga
zapobiegac¢ grypie. Natomiast dendrymery CBS posiadajace na powierzchni grupy
amonowe lub aminowe posiadaja wlasciwosci przeciwbakteryjne i moga by¢
wykorzystywane jako nosniki dla siRNA (Sakamoto i wsp., 2009; Arndiz i wsp.,
2014; Milowska i wsp., 2015).

W stosunku do poprzednio wymienionych grup dendrymerdéw, tj. PAMAM,
fosforowych oraz karbokrzemowych, dendrymery wiologenowo-fosforowe (VPD)
charakteryzuja sie niska toksycznoscia. Zwazajac na fakt, ze dendrymery VPD
posiadaja w swojej strukturze toksyczne grupy wiologenowe, mogace stanowic
zagrozenie dla zdrowia ludzkiego, jak rowniez toksyczny atom fosforu, ich niska
toksycznos¢ jest zaskakujaca. Dodatkowo, przy stosunkowo niskiej toksycznosci,
dendrymery zwierajace grupy wiologenowe wykazuja aktywnos$é przeciw
wirusowi HIV oraz HSV, a takze przeciw pecherzykowemu zapaleniu jamy
ustnej, wirusowi Punta Toro, Sindbis, reowirusowi i wirusom syncytialnym
uktadu oddechowego. Nalezy jednak pamieta¢, ze wlasciwosci tych
dendrymeréw zaleza od ich masy czasteczkowej, wielkosci, liczby jednostek
wiologenowych i rodzaju grup powierzchniowych. W przypadku dendrymerow
VPD, dane literaturowe, wskazuja na ich wtasciwosci przeciwko Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, czy Proteus vulgaris. Generacja 0 dendrymeréw VPD
posiada réwniez zdolno$¢ do hamowania aktywnosci acetylocholinoesterazy
(AChE) i butyrylocholinoesterazy (BChE) oraz do hamowania agregacji
a-synukleiny, dzieki czemu moze by¢ ona potencjalnie stosowana w leczeniu
chorob neurodegeneracyjnych (Ciepluch i wsp., 2012; Lazniewska i wsp., 2013a;
Milowska i wsp., 2014).
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2. Oddzialywanie dendrymerow z biatkami

Ocena wtasciwosci biologicznych powinna by¢ pierwszym, bardzo
waznym krokiem podczas weryfikacji mozliwosci zastosowania nanoczastek
w medycynie. Okreslanie rozmiaru, ksztattu, rodzaju grup powierzchniowych,
fadunku oraz innych parametréw fizycznych i chemicznych jest rGwnie wazne, jak
i samo zrozumienie oddzialywan, jakie zachodza miedzy nanosystemami,
a gléwnymi ukladami molekularnymi i biochemicznymi organizmu, np. biatkami,
kwasami nukleinowymi, blonami, komorkami, narzagdami, czy tkankami. Nalezy
podkresli¢, ze zastosowanie nanoczastek w medycynie zwigzane jest takze
z ich oddzialywaniem z ptynami biologicznymi. Tak wigc nieuchronnie beda one
powodowaly zlozona reakcje biologiczna w organizmie, w ktérym sie pojawia.
Co wiegcej, surowica w swoim skladzie zawiera co najmniej 2392 réznych biatek
(Adkins i wsp., 2002; Shen i wsp., 2005), a ptyn mézgowo-rdzeniowy ponad 2600
(Schutzer i wsp., 2010).

W zaleznosci od modelu oddziatywania z biatkami, zaproponowano podziat
nanoczastek na grupy "twarde" i "migkkie" (Tomalia, 2009, 2012; Kannan i wsp.,
2014). Jedli nanoczastka ma sztywna powierzchnig¢, duzy rozmiar (wyzszy
niz molekuta biatka) i silny tadunek, moze adsorbowac bialtka na swojej
powierzchni za pomoca sit elektrostatycznych lub van der Waalsa, oddziatywan
hydrofobowych lub wigzant wodorowych, tworzac powtoke biatkowq — tak zwana
"korone biatkowa". Moze to determinowac¢ wiazanie do btony komorkowej,
transport, biokompatybilnos¢, ladunek powierzchniowy, a takze wydalanie

i biologiczna aktywnos$¢ nanoczastek (Ryc. 3) (Florek i wsp., 2017).

rg
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"Korona biatkowa" moze determinowac:
- dyspersyjnosc,

- tadunek powierzchniowy,

- rozpuszczalnosé,

- wigzanie do bfony komdrkowej,

- proces internalizacji,

- transport nanoczgstki.

el 7y

)

x '4‘;‘:

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie ,korony bialkowej” na nanoczastkach oraz
jej potencjalny wptyw wtasciwosci dendrymerdw (Florek i wsp., 2017).
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Wedtug Tomalii i wsp., (2009) dendrymery klasyfikuje si¢ do klasy miekkich
nanostruktur. Shcharbin z zespolem (2017a) wysuneli wniosek, ze sila
elektrostatyczna odgrywa dominujaca role w oddzialywaniach czasteczki
naladowanego dendrymeru z molekula biatka, a oddzialywania te zaleza od ich
wlasciwosci: elastycznosci i fadunku powierzchniowego dendrymeru, sztywnosci
struktury biatka i lokalizacji natadowanych aminokwaséw. Wigzanie
dendrymerdw z biatkiem moze skutkowac zmiang jego struktury drugorzedowej,
konformacji, ruchliwosci wewnatrzczasteczkowej i aktywnosci funkcjonalnej

biatka. Jednak silnie zalezy to od stopnia elastycznosci struktury biatka (Ryc. 4).

DENDRYMER BIALKO

ELEKTROSTATYCZNE © = =

HYDROFOBOWE WIAZANIA WODOROWE -

C SILY Van der Waalsa

tadunek powierzchniowy, Lokalizacja natadowanych aminokwaséw,

elastycznosé, sztywnos¢ struktury biatka,

generacja, konformacja,

pH i sita jonowa srodowiska. obecnosé ligandéw/kofaktoréw.
ODDZIALYWANIA

- zalezg od tadunku powierzchniowego oraz elastycznosci obu czastek (Giri i wsp.
2011; Shcharbin i wsp. 2005; 2014; 2015; lonov i wsp. 2016),

- zmniejszajq sie przy wzroscie sity jonowej (Shcharbin i wsp. 2005),

- zalezg od pH (Shcharbin i wsp. 2005),

- zaleg od przytaczonych ligandow (Page i wsp. 1996; Andre i wsp. 1999; Giehm

i wsp. 2008; Froehlich i wsp. 2009),
- mogg wywotywac zmiany w strukturze obu czgstek (Shcharbin i wsp. 2014).

Dominujaca role w interakcjach czastki natadowanego dendrymeru z molekuta
biatka odgrywa sita elektrostatyczna.

Ryc. 4. Mechanizm oddzialywania natadowanych dendrymeréw z molekutami
biatka (Shcharbin i wsp., 2017a).
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Oddziatywania dendrymerow z bialkami mozna tez traktowac jako zjawisko
niekorzystne. Jak podkreslono powyzej, dendrymery moga wptywac¢ na zmiany
konformacyjne biatek, co w konsekwencji bedzie wplywalo na zmiane lub
catkowita utrate ich aktywnosci lub tez ich agregacje. Z drugiej strony, utworzenie
korony biatkowej na powierzchni dendrymeru nieuchronnie wplynie na jego
wlasciwosci oraz biodystrybucje. Jednakze, takie wlasciwosci kationowych
dendrymeréw powoduja rowniez, ze sa one zdolne do usuwania agregatéw
biatkowych w komdrkach nerwowych. Agregaty takie powstaja w wyniku
akumulacji zdegenerowanych bialek o nieprawidlowej strukturze przestrzenne;.
W konsekwencji powstaja blaszki starcze, splatki neurofibrylarne, ciatka Picka,
cialka Lewy’ego i inne patologiczne zmiany w budowie neurondéw. Niewlasciwy
przebieg procesu nabywania struktury przestrzennej przez biatko (procesu
faldowania) lub tez zaburzenia w mechanizmach chroniacych komorke przed
negatywnymi skutkami powstawania oraz gromadzenia si¢ bialek
o nieprawidlowej konformacji moze by¢ wynikiem mutacji genu kodujacego
biatko, jego potranslacyjnej obrobki, urazu, niedokrwienia, czy stresu
oksydacyjnego. Poniewaz akumulacja patologicznych biatek jest toksyczna
dla komorek nerwowych i jest przyczyna neurodegeneracji, ich usuwanie moze
by¢ jedna ze strategii leczenia tego rodzaju chordb. Do tego typu schorzen
neurodegeneracyjnych zaliczamy m.in. choroby: Parkinsona, taupatie,

Alzheimera, czy prionowe (Ryc. 5) (Szwed i Mitowska, 2012).
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Komorka
glejowa

Neuron

NEURODEGENERACJA
Choroba Choroba Choroba Choroba Choroby
Alzheimera Parkinsona Huntmgtona prionowe
APP, PSEN 1, SNCA, PRKN PRNP
PSEN 2
Biatko B-amyloid a-synukleina huntingtyna PrPsc — patologiczne
parkina biatko prionowe
n Dysfunkcja komérek

Dysfunkcja \
lizosoméw

Nieprawidtowa
akumulacja biatek
o zaburzonej konformacji

glejowych oraz stan zapalny

Dysfunkcja
mitochondriéw

Zaburzona homeostaza RNA \

Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie gtownych procesow przyczyniajacych

sie¢ do neurodegeneracji oraz bialek, ktorych zaburzenia odgrywaja role

w poszczegdlnych chorobach neurodegeneracyjnych. Opracowanie wtasne

na podstawie Popiel i wsp., 2011; Szwed i Mitowska, 2012; Katsnelson i wsp., 2016.
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Dzigki temu, ze dendrymery posiadaja powinowactwo do bialek, sa zdolne
do obnizania stezenia peptyddw. Ponadto, wykazano, ze im wyzsza generacja
dendrymeru, w tym konkretnym przypadku dendrymeru PAMAM, tym wigkszy
stopienn inhibicji procesu tworzenia amyloidu, a takze bardziej efektywne
rozbijanie juz istniejacych agregatow. Wykazano rowniez, ze dendrymery hamuja
agregacje bialek odpowiedzialnych za chorobe Alzheimera i choroby prionowe
(Klajnert i wsp., 2006a; 2006b; 2007).

Stwierdzono tez, ze kationowe dendrymery sa zdolne do usuwania agregatow
prionowych zaréwno z komorek myszy, jak i homogenatow mdzgowych
zawierajacych PrP% (patogenne odmiany biatka prionowego), a takze
do rozbijania zlogéw (-amyloidowych (Lynch i Dawson, 2008; Milowska i wsp.,
2015; Chen i Banaszak Holl, 2017; Shcharbin i wsp., 2017a).

Ponadto, Mitowska i wsp., w swoich pracach wykazali, ze dendrymery
PAMAM, wiologenowo-fosforowe, karborzemowe oraz fosforowe, posiadaja
potengjat inhibicyjny w procesie agregacji a-synukleiny (Milowska i wsp., 2013,
2014, 2015,).

Dane literaturowe wskazuja takze, ze wykorzystujac oddzialywania
dendrymery-biatko mozna stworzy¢ oparte na nich nanonosniki, ktére beda
zdolne przekroczy¢ bariere krew mdzg, jak rowniez dostarczy¢ lek do dowolnej
tkanki. Beda rdéwniez zdolne do aktywacji ukladu odpornosciowego, przy
jednoczesnym zmniejszeniu ich ogodlnej toksycznosci w stosunku do organizmu

oraz kontrolowanej biodystrybucji (Shcharbin i wsp., 2017a).

22



Czesc teoretyczna

3. Dendrymery jako transportery lekow i materialu genetycznego

3.1. Uklady transportujace leki do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN)

Wedtug danych literaturowych, do 2050 roku, udziat osob powyzej 65 roku
zycia w spoleczenstwie bedzie wynosit okoto 16% (Karande i wsp., 2015).
W starzejacej sie populacji zwigkszata sie bedzie zatem czestos¢ wystepowania
takich zaburzenn neurologicznych jak choroba Alzheimera (AD), choroba
Parkinsona (PD), stwardnienie rozsiane (SM) i pierwotne guzy mdzgu (Kanwar
i wsp., 2012). Jak zauwazyt Mignani i wsp. (2017), okolo miliard ludzi
cierpi na zaburzenia zwigzane z osrodkowym ukladem nerwowym (OUN).
Ze wzgledu na natychmiastowa potrzebe poprawy diagnostyki oraz terapii
zaburzen psychicznych, rozwojowych, urazowych, zapalnych, zakaznych
i zwyrodnieniowych ukladu nerwowego, zainteresowanie nanoneuromedycyna
szybko rosnie (Kanwar i wsp., 2012; Gendelman i wsp., 2015). Ze wzgledu na fakt,
iz o$rodkowy uklad nerwowy jest w znacznym stopniu odizolowany
od bezposredniego wpltywu Srodowiska zewnetrznego poprzez bariere
krew-mozg (BBB - ang. blood-brain barier), jego leczenie oraz diagnostyka
sq problematyczne. Ponadto, w terapii oraz diagnostyce zaburzert OUN powinno
by¢ mozliwe pokonanie bariery krew-mdzg, bez wplywu na jej przepuszczalnos¢.
Zmiany w przepuszczalnos¢ BBB lub jej uszkodzenie sprzyjaja powstawaniu
stanow neurozapalnych oraz neurodegeneracji i wystepuja w kilku chorobach
o wysokiej czestosSci wystepowania, takich jak udar, choroba Alzheimera (AD),
czy choroba Parkinsona (PD). Aczkolwiek nawet uszkodzona bariera krew-mdzg,
o zwigkszonej przepuszczalnosci, moze stanowi¢ powazne wyzwanie
dla transportu lekow do moézgu.

Ztozona w swej budowie bariera krew-modzg, bedaca polaczeniem cech
anatomicznych i fizjologicznych, zbudowana jest z wyspecjalizowanych scistych
polaczenn pomiedzy komorkami srdédbtonka, ktore wyscielaja naczynia wlosowate
mozgu. Istnienie tych polaczen Scistych stanowi naturalng bariere w biernym
transporcie wielu substancji z krwi do mdzgu. Stad dominujacg forma
jest transport aktywny. W wyniku tak precyzyjnej regulacji, sktad srodowiska
otaczajacego neurony OUN jest Scisle okreslony, a takze objety precyzyjna
kontrola.
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Na zasadzie prostej dyfuzji do sSrodowiska mozgu, dociera¢ moga obecne
w osoczu substangje, takie jak: gazy (O, CO2), zwiazki rozpuszczalne w lipidach
(etanol, eter, hormony steroidowe, tarczycowe i niektére leki lipofilne)
oraz peptydy o masie czasteczkowej pomiedzy 400 — 800 Da. W sposob
selektywny, dzigeki aktywnosci BBB, transportowane do tkanki mdzgowia
sq pozostale substancje, z szybko$cia odwrotnie proporcjonalng do wielkosci
ich czasteczek i wprost proporcjonalna do ich rozpuszczalnosci lipidowej.
Dlatego tez, zwiazki spolaryzowane, hydrofilne beda transportowane wolniej.
Ze wzgledu na tak wysoka selektywnos¢ tylko 2% lekdw jest w stanie osiggnac
cel terapeutyczny (Brzezinska i Ziaja, 2012; Wohlfart i wsp., 2012; Gao, 2016;
Mignani i wsp., 2017).

Wraz z powstawaniem i progresja nowotworow mdzgu mozna zaobserwowac
znaczace zmiany w naczyniach krwionosnych guza, ktére podsumowano
wspdllnym okresleniem bariery krew-mozg-nowotwor (BBTB — ang. blood-brain
tumor barier). Patologiczna charakterystyka BBTB obejmuje zaburzong
organizacje komorek srodbtonka, uszkodzone potaczenia sciste, powigkszenie
mitochondridow, zmienng grubos$¢ podsrodblonkowej blaszki podstawnej oraz

poszerzona przestrzen okotonaczyniowa (Ryc. 6).

Potaczenie sciste Fenestracja

Komorki
nowotworowe

Komorki
srodbtonka

Perycyt Stopka
astrocytarna

Ryc. 6. Graficzne przedstawienie roznicy miedzy BBB i BBTB (Li i wsp., 2017).

Zmiany indukowane przez rozwd¢j nowotworu zmieniajg integralnos¢ BBB,
w miejscu ich powstawania, co skutkuje zwigkszong lokalna przepuszczalnoscia
naczyn mozgowych. Niemniejjednak BBTB nadal zachowuje pewne podstawowe

cechy BBB, a jej przepuszczalnosc¢ jest wysoce zalezna od stopnia zaawansowania
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choroby. W przypadku nowotworow o niskim stopniu ztosliwosci, unaczynienie
guza bedzie wykazywac wieksze podobienistwo do zdrowej BBB. Tak wigc bedzie
ona mniej przepuszczalna dla nanoczasteczkowych $rodkéw terapeutycznych,
czy kontrastowych, niz silnie zdeformowana BBB w nowotworach o wysokim
stopniu ztosliwosci, gdzie przepuszczalnos¢ bariery bedzie zwigkszona. Dlatego
tez przyjmuje sig, ze dostarczanie lekow do nowotworéw mozgu o wysokim
stopniu zlosliwosci jest latwiejsze niz w przypadku zdrowej lub mniej
uszkodzonej bariery krew-modzg. Nalezy jednak podkresli¢, ze BBTB jest nadal
jedna z gléwnych przeszkod w diagnostyce i terapii nowotworéw mozgu,
ze wzgledu na ostabiony efekt EPR (ang. - enhanced vascular permeability and
retention - efekt zwiekszonej przepuszczalnosci naczyniowej i zatrzymywania
matych i duzych czasteczek w tkance guza nowotworowego) i ograniczone
dostarczanie wigkszosci hydrofilowych czasteczek (Li i wsp., 2017).

Stad, naukowcy opracowali rozne sposoby przezwyciezania BBB. Metody
fizyczne zazwyczaj wykorzystuja inwazyjne metody neurochirurgiczne
i wewnatrzczaszkowe systemy dostarczania lekow (DDS - ang. drug delivery
systems). Obejmuja one techniki podawania S$rodkéw terapeutycznych
bezposrednio do komoér moézgowych, do kresomoézgowia, ptynu mozgowo-
rdzeniowego, jak rowniez stosowanie cewnikow, wewnatrzmozgowych
implantow, czy innych urzadzen. Wymienione powyzej metody fizyczne
posiadaja jednak wady i ograniczenia, a ponadto sa wysoce toksyczne. W zwigzku
z tym, zaden z ww. sposobow nie jest idealnym rozwiazaniem na pokonanie BBB.
Strategia taka powinna by¢ minimalnie inwazyjna, klinicznie skuteczna,
z mozliwoscia latwego podania leku, ktora zapewni jego skutecznosc¢
terapeutyczna (Karande i wsp., 2015; Gao, 2016; Mignani i wsp., 2017).

Wydaje sie¢ wiec, ze jednym z najbardziej obiecujacych systemoéw dostarczania
lekéw (DDS) do narzaddéw takich jak mdzg, sq nanoczastki. Najbardziej obiecujaca
cecha nanoczastek jest to, Zze sa one w stanie skutecznie dostarcza¢ srodki
terapeutyczne do trudno dostepnych regionéw oraz zapewnia¢ niezbedna
ochrone transportowanym lekom. Wtasnie dlatego nanoczastki sa uwazane
za jeden z najbardziej skutecznych i wszechstronnych systemdéw dostarczania

lekéw (Saraiva i wsp., 2016).
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3.2. Dendrymery jako nosniki siRNA

Koncepcja dostarczania gendéw zostala opracowana w 1963 r. (Lederberg,
1963) i od tego czasu stala si¢ atrakcyjnym podejsciem do leczenia
zaburzen nabytych i genetycznych, takich jak nowotwory, mukowiscydoza,
hemofilia, choroby naczyniowe czy choroby zakazne. Dwa gléwne wektory,
wirusowe oraz niewirusowe, sa wykorzystywane zarowno w badaniach,
jak i prébach klinicznych. Pierwsza proba kliniczna miata miejsce w 1989 rok
(Rosenberg i wsp., 1990) i od tego czasu nieustannie tworzone sg i testowane
nowe nosniki kwaséw nukleinowych, zarowno te wirusowe, jak i niewirusowe.
Pomimo duzej wydajnosci w dostarczaniu kwasoéw nukleinowych wektory
wirusowe posiadaja jednak powazne ograniczenia. Mozna do nich zaliczy¢
immunogenno$¢, stosunkowo niewielka ilo$¢ transportowanego DNA/RNA
oraz wysoka toksycznos¢. Sprzyja to rozwojowi wektorow niewirusowych,
ktére oferuja nietoksyczny i wysoce wydajny system dostarczania genow,
ze wzgledu na tatwa synteze, elastyczny profil wytwarzania i niska toksycznos¢
(Mintzer i Simanek, 2009; Thapa i Narain, 2016).

Zwazajac na poprzednio wymienione cechy, najbardziej atrakcyjnymi
wsérdd niewirusowych wektorow wydaja sie by¢ polimery kationowe.
W  wyniku  oddzialywan  elektrostatycznych ~ pomiedzy = dodatnio
naladowanymi grupami aminowymi polimerow i ujemnie natadowanymi
grupami fosforanowymi kwasu nukleinowego tworza si¢ kompleksy, czyli tzw.
polipleksy. Wiele kationowych polimeréw zostalo skomercjalizowanych
i jest stosowanych do  projektowania niewirusowych  wektordw,
m.in. polietylenoimina (PEI), polilizyna (PLL), dendrymery kationowe,
glikopolimery, czy chitozan (CS). Wsrdd niewirusowych nosnikéw genéow mozna
opisa¢ rozne typy wektorow w zaleznoSci od ich skladu. Najczesciej
wykorzystywane sa lipopleksy (lipid + DNA lub RNA) i polipleksy
(polimer + DNA Iub RNA), ale istnieja roéwniez inne zwiazki, ktdre
sa stopniowo stosowane w terapii genowej, takie jak nanorurki weglowe
(CNT) lub dendrypleksy (dendrymery + DNA/RNA). Kompleksy te maja
chroni¢ kwasy nukleinowe przed degradacja, zwigksza¢ ich wychwyt
komérkowy poprzez oddzialywanie z powierzchniowymi anionowymi

proteoglikanami, a takze wydluzy¢ okres ich poéttrwania w cytoplazmie.
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Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze wychwyt komorkowy moze rozni¢ sie znaczaco
w zaleznosci od rodzaju wektorow kationowych, typu komorek, czy ilosci
proteoglikanéw na ich powierzchni (Alexis i wsp., 2008; Mintzer i Simanek, 2009;
Thapa i Narain, 2016, Perez Ruiz de Garibay, 2016).

W przypadku oséb cierpiacych z powodu jednogenowych chorob
dziedzicznych, terapia genowa powszechnie kojarzy sie z wprowadzeniem
prawidiowej postaci zmutowanego genu do komorek. Najczesciej jednak terapia
genowa polega na wprowadzaniu dodatkowych kopii genow, ktore z rdéznych
powodow nie funkcjonujg prawidtowo. Dzigki temu mozna zwigkszy¢ ekspresje
gendw chroniacych (m.in. przed rozwojem miazdzycy), czy tez gendw
hamujacych podzialy komdrek nowotworowych. Jednakze, terapia genowa
to nie tylko sekwencje kodujace. Mozliwe jest takze wykorzystanie kwasow
nukleinowych, ktorych sekwencje nie koduja genéw, np. nukleotydy
antysensowe, czyli krétkie sekwencje DNA wiazace si¢ do docelowej czasteczki
mRNA i blokujace jego translacje.

W ostatnim czasie duze zainteresowanie wywotuje mozliwos¢ wykorzystania
mechanizmu interferencji RNA (RNAi). Jest to mechanizm wyciszania lub tez
wylaczania ekspresji genu przez krotkie, dwuniciowe fragmenty RNA (Palauqui
i wsp., 1997; Voinnet i Baulcombe, 1997). W procesie RNAi, endogenne dtugie
dwuniciowe czasteczki RNA sa ciete przez endorybonukleaze (Dicer) na male
interferujgce RNA (siRNA) o dlugosci okolo 21 — 23 par zasad. Powstata
czasteczka siRNA jest wlaczana do kompleksu biatkowego o aktywnosci
nukleazowej, czyli kompleksu wyciszajacego indukowanego przez RNA (RISC -
ang. RNA-induced silencing complex). Dupleks siRNA jest rozwijany, a jedna
z nici (ni¢ antysensowna) pozostaje zwigzana z kompleksem RISC. Ta aktywna
forma RISC wiaze si¢ nastepnie z komplementarng sekwencja mRNA i indukuje
jego degradacje. W konsekwencji zapobiega to translacji docelowego mRNA,
a wiec syntezie tancucha polipeptydowego. Caly proces jest katalityczny,
poniewaz po degradacji docelowego mRNA aktywna forma RISC jest
regenerowana i moze uczestniczy¢ w kolejnym cyklu prowadzacym do degradacji

docelowej sekwencji mRNA (Ryc. 7) (Liu i wsp., 2012).
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Ryc. 7. Schematyczne przedstawienie wprowadzenia na drodze endocytozy
czasteczki siRNA do komorki z wykorzystaniem dendrymerdéw oraz wigczenie

jej do mechanizmu interferencji RNA. Opracowanie wlasne na podstawie
Liu i wsp., 2012.

W  przypadku nowotworéw, nieprawidlowe wzorce ekspresji genow
zwiazane ze zwiekszong proliferacja, przetrwaniem oraz inwazja

komodrek, prowadza do ich przerostu i powstawania mas nowotworowych.
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Komorki prawidtowe sa w stanie odpowiednio reagowa¢ na sygnaty, ktore
otrzymujag. W normalnych warunkach wszelkie informacje o uszkodzeniu
komorkowego DNA prowadza do zatrzymania cyklu komdrkowego i jesli zakres
uszkodzenia przekracza mozliwosci naprawy, do programowanej S$mierci
komorki, takiej jak apoptoza. W zwiazku z tym, bardzo wazna jest rOwnowaga
pomiedzy sygnalami pro- i anty- apoptotycznymi, ktéra zapobiega rozwojowi
nowotworow. Glownymi wykonawcami procesu apoptotycznego sa kaspazy,
podczas gdy gltdowna funkcja regulacyjna spoczywa na biatkach z rodziny Bcl-2
(Gross, 2016; Harrington, 2016; Karjoo i wsp., 2016). Schemat Sciezki aktywacji

apoptozy szlakiem zaleznym od mitochondriow przedstawiono na Rycinie 8.

SYGNAL O SMIERCI KOMORKI

translokacja do
mitochondriuml
blokowanie
antyapoptotycznej

aktywnosci Bcl-2

oligomeryzacja

uwolnienie cytochromu C oraz
permeabilizacja zewnetrznej
btony mitochondrium (MOMP)

|

‘ _— 83% J/L,V/QD tworzenie apoptosomu, czyli

nieaktywne biatko Apaf-1 wigzanie uwolnionego z 1 kompligzu ::tygwu;qcego
mitochondirum cytochromu c ?‘/ azy
Z domena powtorzen WD40
biatka Apaf-1

i aktywacja kaspazy 3

l

APOPTOZA

Ryc. 8. Sciezka aktywacji apoptozy szlakiem zaleznym od mitochondriéw
(Osellame i wsp., 2012).
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Rodzina Bcl-2 obejmuje zarowno geny odpowiedzialne za $mier¢
komorek, takie jak bax, bcl-xS i bik, jak i te, ktére pelnia funkcje ochronna, takie
jak bcl-2, bcl-xL i mcl-1 (Merry i Korsmeyer, 1997; Dzmitruk i wsp., 2015;).
Antyapoptotyczni cztonkowie tej rodziny czesto wulegaja nadekspresji
w ludzkich nowotworach i moga posredniczy¢ w opornosci na chemioterapie
i promieniowanie (Akar i wsp., 2008; Takahashi i wsp., 2013). W zwiazku z tym,
obnizenie poziomu ekspresji tych genow wydaje si¢ by¢ dobra strategia
terapeutyczna. Jednakze, aby osiagnac ten cel potrzebne jest ukierunkowane
narzedzie terapeutyczne. Jak wspomnieli Pai i wsp. (2006), interferencja RNA jest
silnym posttranskrypcyjnym procesem wyciszania genow, ktory moze by¢ bardzo
obiecujacym rozwigzaniem w dziedzinie terapii nowotworéw. RNAi jest
mechanizmem regulujacym ekspresje kluczowych genéw, determinujacych
los komorek, za pomoca dwuniciowego RNA (dsRNA). siRNA, a mianowicie
krotkie interferujace RNA, posiadajace komplementarne sekwengje, jest zdolne
do wyciszania genow przez promowanie ciecia mRNA. Aby skutecznie dostarczac
siRNA do komdrek nowotworowych potrzebny jest odpowiedni nosnik, ktdry
poza transportem kwasu nukleinowego do miejsca docelowego, bedzie zdolny
chroni¢ go przed degradacja (Mello i Conte, 2004; Novina i Sharp, 2004; Pai i wsp.,
2006; Masiero i wsp., 2007; Chitwood i Timmermans, 2010).

Przez analogie do poliplekséw i lipopleksow, dendrymery skompleksowane
z kwasem nukleinowym to dendrypleksy. Poniewaz wykazano, ze dendrymery
sq wysoce wydajnymi nosnikami kwaséw nukleinowych i kroétkich oligodezoksy-
nukleotydéw, wiele technik przeniesiono do badania dendryplekséw.
Nanoczastki te moga przylaczac jak i enkapsulowac siRNA, a tym samym chroni¢
jego czasteczki przed degradacja i promowa¢ wychwyt komorkowy poprzez
endocytoze. Preferowane sa nanoczastki o wielkosci okoto 100 nm. Dzieje
si¢ tak poniewaz, podczas endocytozy klatrynozaleznej wytwarzane sa pecherzyki
o Srednicy okoto 100 nm. Tego typu endocytoza jest odpowiedzialna za wychwyt
wielu makroczasteczek ze srodowiska pozakomodrkowego. Po internalizacji,
kompleks siRNA/nosnik zostaje uwolniony z endosoméw do cytoplazmy, gdzie
dochodzi do uwolnienia siRNA z kompleksu. Wolny siRNA zostaje wiaczony
do mechanizmu RNAi i w konsekwencji prowadzi do wyciszenia genu
docelowego co zostalo schematycznie przedstawione na Rycinie 7. Dlatego tez,
transport materialu genetycznego jest jednym z najbardziej obiecujacych

zastosowan dendrymerow (Albertazzi i wsp., 2010; Shcharbin i wsp., 2010).
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4. Toksycznos¢ dendrymerdw in vitro oraz in vivo

Nanoczastki, w tym rowniez dendrymery, aby mogly znalez¢ praktyczne
zastosowanie w medycynie musza wykazywa¢ niska toksycznosc,
nieimmunogennos¢, jak rowniez biokompatybilnos¢ i biodegradowalnosé
(Neerman i wsp., 2004).

Wiele publikacji potwierdza mozliwos¢ wykorzystania dendrymerdéw jako
nosnikow lekdéw. Poprawiaja one rozpuszczalnosc¢ i biodostepnosc farmaceutykéw
o stabej rozpuszczalnosci, jednakze wykazuja one rowniez toksycznosc
w stosunku do systemow biologicznych. Efekt ten jest przypisywany obecnosci
fadunku kationowego na powierzchni dendrymerdw, ktory posiada zdolnosé
oddzialywania z anionowymi blonami biologicznymi oraz tworzeniu w nich
,nanootworéw”, co zwieksza przepuszczalnos¢ blony, a w konsekwencji moze
prowadzi¢ do Smieré komorki w warunkach in vivo (Jain i wsp., 2010).

Mechanizm oddzialywania dendrymeréw kationowych z blonami
biologicznymi oraz toksycznos¢ dendrymerow wraz ze strategiami majacymi

na celu jej ogranicznie przedstawiony zostal na Rycinie 9.

% Toksycznoéé dendrymerdw, ich biodystrybucja oraz farmakokinetyka:

— 5 dendrymery dendrymery dendrymery modyfikowane
kationowe anionowe/neutralne lub skompleksowane
—
dendrymery o kationowym Toksyczne (> G5) Nietoksyczne Nietoksyczne [z wyjgtkiem
fadunku powierzchniowym Nietoksyczne (< G5) dendrymerdw modyfikowanych
25%C12)

Oddziatywanie dendrymerdw Akumulacja gidwnie wi Akumulacja gidwnie w: f&kumulacja zalezy od modyfikacji
z bionami biologicznymi trzustce, watrohie, iflub fadunku kompleksu.

watrobie i sledzionie (> G8), | nerkach i ptucach,

nerkach (< G4), krwi. Usuwanie z organizmu zaledy
: ptucach i sercu. od modyfikacji iflub fadunku
kompleksu.
Szybko usuwane z krwi Waolniaj fw poréwnaniu W przypadku dEﬂdr\fP|Ek56W,
X poprzez filtracje nerkowa |z dendrymerami kationowymi) efekt tefaPEl:'tW“\'JE_St
Komérk idh i metabolizm jelitowy. usuwane z krwi poprzez wzmacniony i przediuony
e, filtracje nerkows [giéwnie) (> 40 dni).
uszkodzenie blony i metabolizm jelitowy.
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w bionie komorkows > Dendrymery skoniugowane z lekami lub materiatem genetycznym.
¢ Dendrymery o niskiej generacji lub o anionowym tadunku.
Dendrymery modyfikowane powierzchniowo (grupami acetylowymi, resztami kwasu
foliowego, PEG-iem, tuftsyng, aminokwasami/ftaricuchami peptydowymi, grupami
cukrowymi, przeciwciatami).
Dendrymery biokompatybilne lub biodegradowalne (melaminowe, polieterowe,

Uwolnienie enzymédw eytozolowyeh,  trigzynowe, poliestrowe, peptydowe).
takich jak LDH

Ryc. 9. Mechanizm oddzialywania dendrymerow kationowych z btonami
biologicznymi oraz ocena toksycznosci, biodystrybucii i farmakokinetyki
dendrymerdéw wraz ze strategiami majacymi na celu ogranicznie ich toksycznosci.

Opracowanie wlasne na podstawie Jain i wsp., 2010; Shcharbin i wsp., 2014.
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Bez wzgledu na szerokie farmaceutyczne i medyczne zastosowanie
dendrymerdéw, toksycznos¢ zwigzana =z obecno$cia grup amonowych
na ich powierzchni, czyli z wielokrotnym ladunkiem kationowym, ogranicza
ich potencjalne zastosowanie kliniczne (Brazeau i wsp., 1998; Wilbur i wsp., 1998;
Malik i wsp., 2000; Shcharbin i wsp., 2014).

Tymczasem, jak wykazuje Shcharbin i wsp. (2014), model analizy toksycznosci
dendrymerdéw na podstawie badan in vitro powinien zosta¢ ulepszony, poniewaz
pomimo obserwowanej cytotoksycznosci in vitro, prawie wszystkie dendrymery
niskich lub srednich generacji nie wykazuja toksycznosci in vivo. Wedtug danych
literaturowych tylko wysokie generacje niemodyfikowanych dendrymerdéw
kationowych, w odpowiednio wysokich dawkach, wykazuja toksycznosc¢ in vivo.
Ponadto, modyfikacje dendrymeréw zmniejszaja ich toksycznos¢, a powstale
u zwierzat zaburzenia wracaja do normy w okresie rekonwalescencji
po zaprzestaniu podawania im dendrymeréw. W przypadku komplekséw
dendrymerdéw z kwasami nukleinowymi (dendryplekséw), neutralizacja tadunku
powierzchniowego dendrymerow w kompleksie, prowadzi do zmniejszenia
ich toksycznosci in vivo. Dlatego tez, biorac pod uwage przejsciowa akumulacje
tych nanoczastek w watrobie, trzustce, sercu i nerkach, ryzyko nieodwracalnego
uszkodzenia lub niewydolnosci tych narzadéw wewnetrznych, jest niewielkie.
Metabolizm dendrymerdéw silnie zalezy od ich struktury chemicznej. Stabilne
dendrypleksy maja diuzszy czas krazenia niz ich wolne odpowiedniki.
Ogromna wigkszo$¢ dendrymerdw i dendrypleksow nie jest immunogenna in vivo
(Shcharbin i wsp., 2014).

Warto podkresli¢, ze chemiczna modyfikacja powierzchni dendrymerow jest
wazng strategia dla przezwyciezenia probleméw zwiazanych z ich toksycznoscia.
Jednakze, nalezy rowniez rozwazy¢ modyfikacje metod in wvitro, aby mogly
one w pelni korespondowac¢ z wynikami otrzymywanymi in vivo (Jain i wsp.,
2010; Shcharbin i wsp., 2014).
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5. Cel pracy

Badanie wlasciwosci biologicznych to pierwszy bardzo wazny etap
weryfikujacy mozliwo$¢ zastosowania nanoczastek w medycynie. Okreslenie
rozmiaru, ksztaltu, architektury, grup powierzchniowych, tadunku oraz innych
parametrow  fizykochemicznych jest rownie wazne jak zrozumienie
oddzialywania danej nanostruktury z biatkami. Chociaz wlasciwosci nanoczastek
zostaly okreSlone w szerokim zakresie, ich wplyw na systemy biologiczne
pozostal w duzej mierze niezbadany. W przypadku dendrymerow, doktadnie
zdefiniowana wielkos¢ i struktura, a takze elastyczno$¢ oraz monodyspersyjnos¢
to glowne powody, dla ktorych sa one badane pod katem wykorzystania
w medycynie. Biorgc pod uwage zastosowanie dendrymeréw jako nosnikéw
dla lekéw, materialu genetycznego, czy tez lekdw per se, nalezy poznac

ich wlasciwosci biologiczne.

Celem pracy jest ocena wlasciwosci biologicznych dwoch generacji nowej
grupy dendrymerow hybrydowych — karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych
(SMT).

Cele szczegotowe:

1. Okreslenie oddzialywania dwodch generacji dendrymeréw hybrydowych
SMT z wybranymi biatkami enzymatycznymi, tj. fosfataza alkaliczna,

dehydrogenaza L-mleczanowa oraz aminotransferaza asparaginianowa.

2. Ocena wpltywu dwoch generacji dendrymeréw hybrydowych SMT
na mysie linie komoérek nerwowych na podstawie analizy wybranych

parametréw odpowiedzi komdrkowe;.

3. Wykazanie czy hybrydowe dendrymery SMT moga by¢ potencjalnymi
nosnikami dla antyapoptotycznego siRNA.
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6. Hipotezy badawcze
1. Dendrymery hybrydowe SMT nie oddziatluja z wybranymi biatkami
enzymatycznymi (AST, LDH, AP).

2. Dendrymery hybrydowe wykazuja cytotoksycznos¢ wobec mysich linii

komorek nowotworowych.

3. Dendrymery hybrydowe SMT moga by¢ nosnikami dla siRNA.

34



Materiaty i metody

7. Materialy i metody badawcze
7.1. Materialy

7.1.1.Material badawczy

7.1.1.1. Dendrymery

Kationowe dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe generacji
pierwszej (SMT1) i drugiej (SMT2) zsyntetyzowano w Departamento de Quimica
Orgénica y Quimica Inorganica, Universidad de Alcala (Hiszpania) (Ryc. 10)
(Moreno i wsp., 2015).

Dendrymery SMT posiadaja dwa rodzaje grup kationowych: wynikajace
z obecnosci grup amonowych na powierzchni czasteczki oraz wynikajace
z obecnosci czwartorzedowych grup wiologenowych wewnatrz czasteczki
(Tabela 1) (Moreno i wsp. 2015; Szwed i wsp., 2016).

Tabela. 1. Wtasciwosci dendrymeréw SMT1 i SMT2.

Dendrymer | Generacja Grupy Ladunek Ladunek Masa
powierzchniowe | wewnetrzny | zewnetrzny | czasteczkowa
[g/mol]
SMT1 1 -NHs' +12 +12 5303,73
SMT2 2 - NH5' +12 +24 8660,73
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Ryec. 10A. Struktura chemiczna dendrymeréw SMT1.
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Ryec. 10B. Struktura chemiczna dendrymerow SMT?2.
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7.1.1.2. Biatka enzymatyczne

W pracy wykorzystano trzy rozne biatka enzymatyczne, tj. fosfataze
alkaliczna (AP) z E. coli [EC 3.1.3.1, AP], dehydrogenaze L-mleczanowa
z miesni krolika (LDH) [EC 1.1.1.27, LDH] oraz ludzka aminotransferaze
asparaginianowa (AST) [ERMAD457IFCC, AST]. Wszystkie biatka zostaly
zakupione w Sigma-Aldrich (USA).

7.1.1.3. siRNA

W pracy wykorzystano trzy rozne antyapoptotyczne siRNA oraz jedno
,scrambled” siRNA, czyli mieszang sekwencje par zasad, jako kontrole
negatywna. Wszystkie siRNA zostaly wybrane na podstawie dostepnych danych
literaturowych oraz publikacji (Dzmitruk i wsp., 2015; Ionov i wsp., 2015).
siRNA o podanych ponizej sekwencjach zostaly zsyntetyzowane w wersji
niewykazujacej fluorescencji oraz takiej, ktora fluorescencje wykazuje

(skoniugowana z barwnikiem fluorescencyjnym — fluoresceing):

— siBcl-2 (E1s 5 -G CUG CAC CUG ACG CCC UUCtt 3, Ela 5 -GAA GGG
CGU CAG GUG CAG Ctt 3),

— siBcl-xl (E5s 5" -CAG GGA CAG CAU AUC AGA Gtt 3, E5a 5 -C UCU GAU
AUG CUG UCC CUGtt 3),

— siMcl-1 (5-GGA CUU UUA UAC CUG UUA Utt 3, Mclla 5 ~AUA ACA
GGU AUA AAA GUC Ctg 3'),

- ,scrambled” siRNA (Scrl 5 —ACU CUA GCG GCA CCA UCG UGC Ctt 3,
Scr2 5 -GGC ACG AUG GUG CCG CUA GAG Utt 3).

siRNA zostato zakupione w ABO Sp. Z 0.0 (Polska).

7.1.1.4. Linie komorkowe

W  pracy wykorzystano trzy linie komodrkowe: dwie mysie linie
komdrek nerwowych oraz ludzka linie komorek nowotworowych. Mysia
linie nowotworowa stanowily komdrki nerwiaka ptodowego (neuroblastoma)
N2a — zakupione w American Type Culture Collection ATCC (USA). Mysia linie
nienowotworowa,  immortalizowana  stanowily = embrionalne  komorki

hipokampalne mHippoE-18 — zakupione w Cedarlane® (Burlington, Kanada).
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Natomiast ludzka linie komdrek nowotworowych stanowily zawiesinowe
komorki ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej HL-60, zakupione w ATCC
(USA).

Dodatkowo w pracy wykorzystano jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej
(PBMC), wyizolowane z krwi, przy uzyciu HistopaqueTM 1077. Krew
od zdrowych dawcow uzyskano z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa

i Krwiolecznictwa w L.odzi.

7.1.2.0dczynniki

Wszystkie zastosowane w pracy roztwory sporzadzono z zastosowaniem
wody dejonizowanej, oczyszczonej w ukladzie odwroconej osmozy,
o przewodnosci okoto 0,06 pS/cm (Elix3/Mili-Q firmy Millipore). Ponadto,
wszystkie z zastosowanych odczynnikéw posiadaty najwyzszy z dostepnych
stopni czystosci.
7.1.2.1. Odczynniki do hodowli komorek in vitro

Odczynnikami zastosowanymi do hodowli komorek byty:

— medium hodowlane DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium),
Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA);

— medium hodowlane RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640
Medium), Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA);

— roztwdr Trypsin-EDTA 10X (Sigma Chemical Co., USA);

— bydleca surowica ptodowa (Sigma Chemical Co., USA);

— mieszanina antybiotykéw penicylina/streptomycyna — 10 000 jednostek/ml
penicyliny, 10 000 pg/ml streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA).

7.1.2.2. Barwniki i sondy fluorescencyjne
W badaniach zastosowano ponizsze barwniki i sondy fluorescencyjne:

— H:DCFDA (ang. 2',7'-dichlorofluorescin diacetate), Invitrogen™ Molecular
Probes™, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA);

— JC-1 (jodek 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny
ang. 5,5,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbo-cyanine iodide),
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
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— jodek propidyny (ang. propidium iodide), (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA);

— bromek etydyny (ang. Ethidium Bromide), (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA);

— oranz akrydyny (ang. Acridine Orange), (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA);

— Biotium GELRED (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA);

— DAPI (4,6-diamidyno-2-fenyloindol, ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole),
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

— falloidyna Texas Red-X® (ang. Texas Red-X® Phalloidin), (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

7.1.2.3. Pozostate odczynniki

Pozostatymi zastosowanymi odczynnikami byty:

— zestaw do wykrywania apoptozy z Aneksyna V — FITC (ang. FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I), (BD Pharmingen™, BD, New Jersey, USA);

— alamarBlue™ Cell Viability Reagent, (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA);

— MIT (bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu, (ang. 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), (Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO, USA);

— PBS - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej w tabletkach (ang. Phosphate
buffered saline tablets), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

- roztwor RNazy A 50 U/mg (ang. RNase A), (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA);

- Histopaque®-1077, (Sigma Chemical Co., USA);

— agaroza NMP typ VII (ang. Normal Melting Point), (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA);

— DMSO (dimetylosulfotlenek, ang. dimethyl sulfoxide), (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA);

— odczynniki firmy POCh S.A, Gliwice, Polska - wszystkie odczynniki
stosowane do sporzadzenia roztworéw oraz odczynniki wykorzystane
do analiz z wykorzystaniem TEMu (NaOH, HCl, NaCl, KCl, MgCl,
Na-EDTA, CaCl;, 1 mM Na:HPOs, etanol 96%, glicyna, octan uranylu,
aldehyd glutarowy, czterotlenek osmu, tlenek propylenu, cytrynian otowiu).

40



Materiaty i metody

7.2. Stosowane metody badawcze

7.2.1. Gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu (Trp) w biatku

Pomiary gaszenia fluorescencji reszt tryptofanu metoda
spektrofluorymetryczna daja mozliwos¢ wuzyskania informacji na temat
oddzialywania wybranego ligandu z biatkiem. Jest to mozliwe dzigki naturalnej
fluorescencji biatka, pochodzacej od aminokwaséw aromatycznych, budujacych
jego czasteczke. Badajgc zmiany natezenia fluorescencji, w tym przypadku
tryptofanu, mozna wnioskowa¢ o odzialywaniu biatko-dendrymer (Klajnert
i Bryszewska, 2002). Warto$¢ natezenia fluorescencji przy poszczegdlnych
pomiarach zostata zmierzona przy uzyciu spektrofluorymetru Perkin Elmer LS-55.
Do obstugi spektrofluorymetru wykorzystano program FL WinLab 3.0.

W doswiadczeniu zastosowano trzy rozne bialka, tj. fosfataze alkaliczng (AP),
dehydrogenaze L-mleczanowa (LDH), aminotransferaze asparaginianowa (AST)
oraz dwie generacje dendrymerow SMT. Stezenie bialek w eksperymencie
utrzymywane bylo na staltym poziomie 1 uM, natomiast stezenie dendrymerdéw
bylo zmienne i miescito si¢ w zakresie 0 — 30 uM. Badanie gaszenia fluorescencji
biatek w obecnosci dendrymeréow prowadzone bylo w 10 mM buforze
fosforanowym (pH = 7,4). Dlugos¢ fali wzbudzenia wynosita Awz. = 296 nm,
a dlugosci fal emisji Aem. = 305 — 450 nm. Przed wykonaniem pomiaréow
potwierdzono, ze dendrymery SMT nie sa wzbudzane stosowang w pomiarach
dtugoscia fali i nie emituja fluorescencji. Kazde otrzymane widmo jest wynikiem

co najmniej trzech niezaleznych pomiaréw.

7.2.2. Oznaczenie potencjalu zeta

Pomiar potencjalu zeta wykonano przy uzyciu aparatu Zetasizer Nano ZS
(Malvern). Potencjal zeta, czyli potencjal elektrokinetyczny czasteczki,
okre$lany jest na zasadzie pomiaru jej mobilnosci elektroforetycznej
w roztworze. Wyznaczenie potencjalu zeta czastek bylo mozliwe dzigki
wykorzystaniu metody analizy fazy rozproszenia Swiatta PALS (phase
analysis light scattering), wynikajacej z pomiaréw elektroforetycznych

oraz laserowego pomiaru predkosci metoda Dopplera (LDV).
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Potencjal zeta zostat obliczony przy pomocy oprogramowania firmy Malvern,
wedlug rownania Helmholtza-Smoluchowskiego (Sze i wsp., 2003).

Pomiar potencjatu zeta pozwolit okresli¢, w jakich stosunkach molowych
powstaja elektrostabilne kompleksy biatko/siRNA-dendrymer. Analiza zmian
potencjalu zeta w funkgji stosunku molowego moze stanowi¢ przyblizonag liczbe
czasteczek dendrymeru, ktdre moga przylaczy¢ sie do jednej czasteczki
biatka/siRNA. Liczba centrow wigzania jest punktem (X, O) odpowiadajagcym
punktowi przecigcia dwoch linii prostych stycznych do krzywej potencjatu zeta
w funkgji stosunku molowego.

Wszystkie pomiary potencjalu zeta wykonane byly w 10 mM buforze
fosforanowym (pH = 7,4), w temperaturze pokojowej. Przedstawione wyniki
sq srednig otrzymana z co najmniej trzech niezaleznych pomiaréw. W pracy

zastosowano nastepujace uktady badawcze:

a) biatko — dendrymer SMT, gdzie stezenie biatka w roztworze utrzymywane
bylo na statym poziomie wynoszacym Csiaa = 0,5 uM, przy rosnacym stezeniu

dendrymerdéw w zakresie stezen od 0 do 50 uM;

b) siRNA - dendrymer SMT, gdzie stezenie siRNA w roztworze utrzymywane
bylo na stalym poziomie wynoszacym Csirna = 0,5 uM, przy rosnacym stezeniu

dendrymerdéw w zakresie stezerr od 0 do 6 uM.

7.2.3. Spektropolarymetria dichroizmu kolowego (CD)

Spektropolarymetria dichroizmu kolowego jest technika pozwalajaca
na analize struktury drugorzedowej zaréwno bialek jak i kwasow nukleinowych.
Analiza zmian widm biatek oraz siRNA pod wpltywem dendrymerdéw zostata
wykonana z wykorzystaniem spektropolarymetru CD Jasco-815.

Pomiary prowadzone byly w kuwetach kwarcowych o drodze optycznej
5 mm, w temperaturze 37°C, w 10 mM buforze fosforanowym (pH = 7,4).
Zastosowane stezenie bialek przy pomiarach wynosito Csiaa=1uM, przy
rosnacym stezeniu dendrymerow SMT w zakresie 0 — 15 puM. Pomiary zostaly
wykonane w zakresie dlugosci fal od 195 do 260 nm. W przypadku
siRNA, badane stezenie wynosito Cskna=2puM, przy rosnacym stezeniu
dendrymeréw w zakresie stezen 0 — 20 pM. Natomiast zakres diugosci

fal zastosowanych do pomiaru widm siRNA wynosit od 200 do 320 nm.
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Eliptyczno$¢ molowa (®) wyrazona jest jako deg.cm?dmol? i zostala obliczona
przy uzyciu programu zapewnionego przez firme Jasco (Yang i wsp., 1986; Bohm
i wsp., 1992). Przedstawione wyniki sg srednig otrzymana z co najmniej trzech

niezaleznych pomiarow.
7.2.4. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)
7.2.4.1. Wizualizacja komplekséow dendrymerow SMT z biatkami i siRNA

W celu pokazania, ze dendrymery SMT formuja kompleksy z biatkami lub
siRNA wykorzystano transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM) JEOL-10
(Japonia). Aby utworzy¢ kompleksy dendrymery dodano do kazdego z biatek
w  koncowym stosunku molowym 50:1 (dendrymer:biatko). W przypadku
dendryplekséw stosunek molowy dendrymeréw do siRNA wynosit (5 -10):1.
Probki inkubowano przez 10 min, w temperaturze pokojowej. Nastepnie na siatce
miedzianej o rozmiarze 200 mesh z pokryta weglem powierzchnia umieszczano
po 10 ul przygotowanego roztworu i inkubowano przez 10 min
w temperaturze pokojowej. Prébki barwiono nasyconym 2% (m/v) roztworem
octanu uranylu, przez 20 min. Obrazy TEM wykonano przy powigkszeniu 15 000x

i 100 000x. Otrzymane obrazy zostaty odwrocone i wyostrzone.

7.2.4.2. Ultrastruktura komorek N2a

Analize TEM przeprowadzono w celu oceny zmian ultrastruktury komorek
N2a. Komérki w gestosci 2,5 x 10° komdrek/ml wysiewano w medium DMEM
w objetosci 1 ml na 6 dotkowe ptytki. Komorki inkubowano przez 24 godz. przed
dodaniem zwiazkéw w warunkach hodowlanych. Nastepnie dodawano
dendrymery SMT1 oraz SMT2, w stezeniu koncowym 5 pM na dotek
i inkubowano przez 24 godz. Po tym czasie komorki delikatnie przemywano
0,1 M roztworem PBS i utrwalano 2,5% roztworem aldehydu glutarowego, przez
dwie godziny. Nastepnie utrwalone komodrki mechanicznie oddzielono
od podtoza i zawieszono w 1,5% agarozie oraz trzykrotnie przeptukano buforem
PBS. Bloki agarowe utrwalano w 1% roztworze czterotlenku osmu, przez 2 godz.
w temp. 4°C. Po tym czasie material byt odwadniany w stopniowanej serii
etanolu, a nastepnie w tlenku propylenu. Kolejno komdrki osadzono w mieszance

zywicznej Epon-Spur. Za pomocg szklanego noza probki blokéw zywicy

43



Materiaty i metody

podzielono na ultramikrotomie Ultra Cut E (Reichert Jung, Niemcy). Sekcje
ultracienkie (60 -70 nm) umieszczono na sieciach niklowych powleczonych
btonka formatowa i zabarwiono octanem uranylu i cytrynianem otowiu
(Reynolds, 1963). Ultrastruktura komorek zostala zbadana w transmisyjnym

mikroskopie elektronowym JEM 1010 (JEOL, Japonia), przy napieciu 80 kV.

7.2.5. Elektroforeza zelowa

W celu sprawdzenia czy powstaja kompleksy pomiedzy dendrymerami
i siRNA oraz sprawdzenia zdolnosci badanych dendrymeréw hybrydowych
do ochrony siRNA przed degradacja rybonukleolityczna, wykonano elektroforeze
w zelu agarozowym. Przeprowadzenie elektroforezy zelowej bylo mozliwe,
poniewaz dodatnio naladowane dendrymery blokuja migracje ujemnie
natadowanego siRNA w polu elektrycznym.

Kompleksy pomiedzy dendrymerami, a znakowanym fluoresceing siBcl-2
(Csirna = 1,7 uM) zostaty utworzone w réznych stosunkach molowych. Kompleksy
inkubowano przez 30 min w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Nastepnie
przeprowadzono elektroforeze w 3% zelu agarozowym, zawierajacym barwnik
GelRed, przez 35 min, przy napieciu 90 V. Po elektroforezie zel wizualizowano
za pomoca $wiatta UV i wykonano cyfrowa fotografie zabarwionego zelu.

Dodatnio natadowane dendrymery oddziatujac z siRNA blokuja jego migracje
w polu elektrycznym w kierunku anody. W zwiazku z tym wraz
z rosnacym stezeniem dendrymerow ilo$¢ nieskompleksowanego siRNA maleje,
a wiec rowniez intensywno$¢ fluorescencji spada. Stad tworzenie kompleksu
stwierdzano na podstawie zmniejszenia intensywnosci fluorescencji siRNA
w stosunku do nieskompleksowanego siRNA wyznakowanego fluoresceina.

W celu sprawdzenia, czy dendrymery SMT posiadaja ochronny wptyw
na siRNA przed degradacja, kompleksy dendrymer/siRNA (w stosunku
molowym 2:1) oraz samo siRNA, byly inkubowane z RNaza A (0,164 mg/ml)
przez 45 min, w temp. 37°C. Po inkubacji, w celu uwolnienia siRNA z kompleksu,
do probek dodawano heparyne (0,164 mg/ml) i inkubowano na lodzie przez
5 min. Nastepnie oceniono, czy siRNA bylo chronione przez dendrymery przed

trawieniem przez RNaze¢ A.
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7.2.6. Formowanie dendrypleksow i ich transfekcja

Do transfekcji przygotowano kompleksy zlozone z pojedynczych siRNA —
siBcl-2, siMcl-1, siBcl-xI (koncowe stezenie — 100 nM) i z dendrymeréw SMT1 oraz
SMT2 w stosunku molowym dendrymer/siRNA wynoszacym 10:1. Stosunek
zostal wyznaczony eksperymentalnie na podstawie wynikdw otrzymanych
z wykorzystaniem metod biofizycznych. Kompleksy wykonano w 10 mM
roztworze PBS i inkubowano przez 30 min, w temp. 25°C. W przypadku
,cocktail” siRNA, czyli kompleksu mieszaniny wszystkich siRNA (% siBcl-2,
% siMcl-1, % siBcl-xl) z kazdym z dendrymeréw w stosunku molowym 1:10,
koncowe stezenie siRNA-cocktail w dotkach bylo takie samo jak w przypadku
pojedynczych siRNA i wynosito 100 nM. Tak jak uprzednio dendrymery
z mieszaning siRNA (,,cocktail”) inkubowano przez 30 min, w 25°C. Komorki po
wysianiu, inkubowano 30 min w temperaturze 37°C, w warunkach 5% CO:z i 100%
wilgotnosci wzglednej. Nastepnie dodawano dendrypleksy w odpowiedniej

objetosci do dotkéw, aby uzyskac ich oczekiwane stezenie koricowe.
7.2.7. Hodowla komorkowa
7.2.7.1. Komorki adherentne

Obie mysie linie komodrek nerwowych uzyte do przeprowadzenia
eksperymentéw byly liniami komdrek adherentnych. Komérki byly hodowane
w medium DMEM, z dodatkiem 5% surowicy bydlecej oraz 1% antybiotykiem
(penicylina/streptomycyna), w inkubatorze (temp. 37°C, atmosfera 5% CO2, 100%
wilgotnos¢ wzgledna) (Lazniewska i wsp., 2013a). Hodowla byla prowadzona
technika monowarstwy w sterylnych naczyniach hodowlanych do komorek
adherentnych (SPL, Korea). Pasaz wykonywany byt w warunkach sterylnych przy
konfluencji nieprzekraczajacej 80% powierzchni butelki hodowlane;.

W pierwszej kolejnosci medium usuwano, nastepnie komorki przeptukiwano
roztworem PBS. Tak przygotowane komorki poddawano trypsynizacji
od 3 do 5 min. W celu neutralizacji dziatania trypsyny, do butelki hodowlanej
dodawano trzykrotng objetos¢ medium (w stosunku do trypsyny) i doktadnie
mieszano. Uzyskana w ten sposob jednorodna zawiesina komorek byla
wykorzystywana do przeprowadzania do$wiadczen oraz utrzymania hodowli

komorkowej.
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7.2.7.2. Komoérki zawiesinowe

Jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (PBMC)

Krew od zdrowych dawcéw uzyskano =z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w tbLodzi. Jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej (PBMC) wyizolowano z krwi przy uzyciu HistopaqueTM 1077 (Sigma
Chemical Co., USA). Zgodnie z protokotem krew rozcienczano 2x buforem PBS
i nakladano do prébowek wirowniczych na warstwe HistopaqueTM 1077,
w proporcji 5:1 (40 ml krwi na 8 ml Histopaque), a nastepnie wirowano przez
30 minut, przy 2000 rpm. Po wirowaniu, komdrki znajdujace si¢ pomiedzy
warstwa Histopaque, a osoczem zbierano za pomoca pipety pasterowskiej,
dwukrotnie przeptukiwano buforem PBS, a nastepnie zawieszano w pozywce
RPMI-1640 (Gibco) z inaktywowanag termicznie 10% plodowa surowica
bydleca (FBS) i 1% dodatkiem antybiotykow (penicylina/streptomycyna),
i przechowywano w butelkach hodowlanych dokomoérek zawiesinowych,

w inkubatorze (temp. 37°C, atmosfera 5% COz, 100% wilgotnos¢ wzgledna).

Linia komorek ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej (HL-60)

Do przeprowadzenia czesci eksperymentéw wykorzystano linie komodrek
nowotworowych — HL-60, czyli zawiesinowa linie komorek ludzkiej ostrej
biataczki promielocytowej. Hodowle prowadzono w butelkach hodowlanych
do komorek zawiesinowych, z uzyciem medium RPMI-1640, z dodatkiem
inaktywowanej termicznie 10% plodowej surowicy bydlecej (FBS) i 1%
antybiotykéw (penicylina/streptomycyna). Komoérki w butelkach hodowlanych
przechowywano w inkubatorze (temp. 37°C, atmosfera 5% COz, 100% wilgotnos¢
wzgledna). Hodowle utrzymywano poprzez dodanie $wiezego medium lub jego
wymianeg, co 2 — 3 dni. Gestos¢ komdrek w zawiesinie utrzymywano na poziomie

nieprzekraczajacym 1 x 10° kom./ml.
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7.2.8. Oznaczenie wlasciwosci cytotoksycznych dendrymerow
7.2.8.1. Test MTT

Oznaczenie cytotoksycznosci, w przypadku komorek adherentnych,
wykonane  zostalo  poprzez  kolorymetryczne oznaczenie formazanu
rozpuszczonego w DMSO. Zywe komorki, w wyniku dziatania dehydrogenaz
mitochondrialnych, sa zdolne do redukcji zoéltego, rozpuszczalnego w wodzie
MTT do nierozpuszczalnych, purpurowych krysztalow formazanu. Ich ilos¢
jest proporcjonalna do liczby zywych komorek, z uwagi na to, ze w martwych
komorkach dehydrogenazy sa nieaktywne (Mosmann, 1983 w modyfikacji
Lazniewska i wsp., 2013a). W przypadku obu linii mysich, N2a oraz mHippoE-18,
komorki wysiewano w gestosci 1,5 x 10° kom./ml w objetosci 100 ul na dotek
na transparentng plytke 96-dotkowa. Komorki, ze wzgledu na fakt,
iz sa one adherentne, przed dodaniem badanych zwiazkdéw, pozostawiano
na 24 godz. w inkubatorze. Do tak przygotowanych komoérek dodawano badane
zwiazki i inkubowano przez okreslony czas (temp. 37°C, atmosfera 5% COs,
100% wilgotnos¢ wzgledna). Po inkubacji, medium z dodatkiem zwigzkow
odptukiwano, warstwe komorek dwukrotnie przeptukiwano buforem PBS,
a nastepnie dodawano po 50 pl/dotek roztworu MTT w stezeniu koncowym
0,5 mg/ml. Po 3 godz. inkubacji w warunkach hodowlanych, usuwano MTT
i dodawano DMSO w objetosci 100 pl na dotek. Absorbancje mierzono
na spektrofotometrycznym czytniku plytek BIOTEK PowerWave HT,
przy dlugodci fali A = 570 nm. Zywotno$¢ komodrek obliczano w stosunku
do nietraktowanej zwigzkami kontroli, ktérej zywotnos¢ przyjeto arbitralnie jako
100%.

7.2.8.2. Test Alamar Blue

Test Alamar Blue jest testem metabolicznym pozwalajacym na ocene
zywotnosci komorek. Test oparty jest na niefluoryzujacym btekitnym barwniku —
resazurynie. Barwnik ten jest zdolny do przenikania do komorki, gdzie
w odpowiedzi na aktywno$¢ reduktaz obecnych w komorce ulega on przemianie
w rozowy, fluoryzujacy barwnik — resorufing. Dlatego tez, taki proces moze
zachodzi¢ tylko w zywych komorkach (Ansar Ahmed i wsp., 1994; Goegan i wsp.,
1995 w modyfikacji Ionov i wsp., 2015).
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W  pracy zastosowano test Alamar Blue do oceny zywotnosci
komorek zawiesinowych. Komodrki wysiewano w gestosci 1 x 10* kom./dotek
na czarne plytki 96-dotkowe, w objetosci 100 ul. Ze wzgledu na fakt, iz byly
to komorki zawiesinowe, do wysiewania uzyto medium RPMI z dodatkiem
10% FBS i 1% antybiotykéw (penicylina/streptomycyny). Przed dodaniem
zwigzkéw komorki byly inkubowane przez 30 min, w temp. 37°C.
Nastepnie przeprowadzono inkubacje z badanymi zwigzkami, po czym
dodawano po 20 ul odczynnika Alamar Blue, w stezeniu koncowym
12,5 pg/ml. Po 2 godz. inkubacji w temperaturze 37°C, mierzono poziom
fluorescencji, przy uzyciu czytnika BIOTEK PowerWave HT, przy dlugosciach
fal: Awn. = 530 nm, Aem = 590 nm. Zywotnoé¢é komoérek obliczano w stosunku
do nietraktowanej zwiazkami kontroli, ktdrej Zywotnos¢ przyjeto arbitralnie
jako 100%.

7.2.9. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu z uzyciem sondy
H:DCFDA

Do pomiaru zmian poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) w komorkach
wykorzystano sonde fluorescencyjna H2DCFDA (dioctan 2’,7’-dichlorodihydro-
fluoresceiny). H:DCFDA po deacetylacji do DCFH: (2'7'-dichlorodihydro-
fluoresceiny) jest utleniany wewnatrzkomdérkowo do emitujacej fluorescencje
2'7'-dichlorofluoresceiny (DCF). Wartos¢ fluorescencji wzrasta liniowo wraz
ze wzrostem ilosci reaktywnych form tlenu w komorce (Lebel i wsp., 1992
w modyfikacji Lazniewska i wsp., 2013b).

Komérki wysiewano w gestosci 1,5 x 10* kom./dotek na czarne plytki
96-dotkowe w objetosci 100 ul. Komorki adherentne wysiewano 24 godz. przed
dodaniem zwiazkéw. Do wysiewania uzywano medium DMEM z dodatkiem
5% FBS i 1% antybiotykow (penicylina/streptomycyny). Po inkubacji, medium
z dodatkiem zwigzkow odptukiwano, komdrki dwukrotnie ptukano roztworem
PBS, a nastepnie dodawano po 50 ul sondy H:2DCFDA o stezeniu koricowym
2 puM. Inkubowano przez 15 min, w temperaturze 37°C i przemywano
komorki PBS. Bezposrednio przed pomiarem do kazdego z dotkéw dodawano
100 pl PBS. Pomiar wykonywano przy uzyciu czytnika plytek
BIOTEK PowerWave HT przy dlugosciach fal: Awa. = 485 nm, Aem. = 530 nm.
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Poziom RFT w komodrkach obliczano w stosunku do nietraktowanej zwigzkami
kontroli, ktérej poziom przyjeto jako 100%. Dodatkowo zmiany w poziomie
reaktywnych form tlenu oceniano przy uzyciu mikroskopii konfokalne;.
Zdjecia komorek wybarwionych sonda fluorescencyjna H:DCFDA zostaty
wykonane przy uzyciu mikroskopu Leica TCS SP8, przy dlugosciach fal:
Awzb. = 485 nm, Aem. = 530 nm.

7.2.10. Oznaczenie zmian blonowego potencjalu  mitochondrialnego

z uzyciem sondy JC-1

W  celu oznaczenia zmian blonowego potencjalu mitochondrialnego
w komorkach, wykorzystano sonde JC-1, czyli jodek 5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-
tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny. Jest to lipofilowy, kationowy znacznik
fluorescencyjny, ktorego miejscem docelowym w komdrce jest matrix
mitochondrialna. Wystepuje on w niej w dwoch formach: monomerycznej
oraz dimerycznej. Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku spolaryzowanej
btony mitochondrialnej oraz wysokiego potencjalu AWm, znacznik wystepuje
w formie dimeréw i emituje fluorescencje pomaranczowa. W przypadku,
gdy dochodzi do spadku potencjatu mitochondrialnego, JC-1 z formy dimerycznej
przechodzi w forme monomeryczng, ktéra natomiast emituje fluorescencje zielong
(Cossarizza i wsp., 1993 w modyfikacji Lazniewska i wsp., 2013a).

Komérki wysiewano w gestosci 1,5 x 10* kom./dotek na czarne plytki
96-dotkowe, w objetosci 100 pl. Komorki adherentne wysiewano 24 godz. przed
dodaniem dendrymerdow. Do wysiewania uzyto medium DMEM z dodatkiem
5% FBS i 1% antybiotykéw (penicylina/streptomycyny). Po inkubacji, medium
z dodatkiem dendrymeréw odplukiwano, komorki dwukrotnie ptukano
roztworem PBS, a nastepnie dodawano po 50 pl sondy JC-1 o stezeniu koricowym
5 uM. Inkubowano przez 20 min, temperaturze 37°C i przemywano komorki PBS.
Bezposrednio przed pomiarem do kazdego z dotkéw dodawano 100 ul PBS.
Pomiar wykonywano przy uzyciu czytnika plytek BIOTEK PowerWave HT,
przy dilugosciach fal: dla dimeréw Awz. = 530 nm, Aem. = 590 nm, dla monomerdéw
Awzb. = 485 nm, Aem. =530 nm.
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Otrzymane wyniki postuzyly do obliczenia wspdtczynnika fluorescenciji:

W Fd
m Fm

gdzie: Wm — potencjal mitochondrialny wprost proporcjonalny do wspdtczynnika

fluorescencji, Fd — fluorescencja dimerow, Fm — fluorescencja monomerow.
Zmiany potencjalu mitochondrialnego w komdrkach obliczano w stosunku

do nietraktowanej zwigzkami kontroli, dla ktorej Wm przyjeto jako 100%.

7.2.11. Ocena morfologii komorek

Morfologie komorek po dodaniu dendrymeréw SMT oceniono przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego. Komdrki w gestosci 2,5 x 10° komdrek/ml wysiewano
i inkubowano w medium hodowlanym, w temp. 37°C, w wilgotnej atmosferze
zawierajacej 5% COz, 95% powietrza. Po inkubacji, komorki dwukrotnie delikatnie
przemywano 0,1 M roztworem PBS (pH = 7,4) i utrwalano w 3% formaldehydzie,
przez dwie godziny. Nastepnie komodrki dwukrotnie przemywano PBS
i wybarwiano DAPI (Sigma-Aldrich), przez 5 min. W celu wizualizacji aktyny,
po ponownym przemyciu PBS, komorki barwiono falloidyna Texas Red-X. Zdjecia
zostaly wykonane za pomoca mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8
(Leica-Microsystems). Do wzbudzenia DAPI stosowano laser emitujacy $wiatlo
o dlugos¢ fali A = 405 nm, natomiast do wzbudzenia falloidyny laser WLL
o dlugosci fali A = 565 nm. Detekcji dokonano dla DAPI w zakresie dtugosci fali
450 — 490 nm, a dla falloidyny w zakresie dtugosci fali 600 — 615 nm. Do analizy

danych wykorzystano oprogramowanie Leica.

7.2.12. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych
7.2.12.1. Podwéjne barwienie oranz akrydyny/bromek etydyny (AO/EB)

Do wykonania podwojnego barwienia uzyto dwodch barwnikéw
interkalujacych pomiedzy nici DNA, tj. oranz akrydyny (AO) oraz bromek
etydyny (EB). Wykorzystanie tych barwnikow pozwolito na okreslenie
frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych. Roéznica pomiedzy
fluorochromami polega na tym, ze AO barwi zarowno zywe jak i martwe

komorki — emitujac zielona fluorescencje ze wzbudzeniem przy A = 502 nm
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i maksimum emisji przy A = 525 nm, natomiast EB wybarwia tylko komorki
martwe — emitujac czerwona fluorescencje ze wzbudzeniem przy A = 405 nm
i emisjg maksimum przy A =595 nm.

Badane zwiazki po inkubacji z komdrkami odptukiwano, warstwe komorek
przeptukiwano PBS, a nastgpnie barwiono mieszaning barwnikéw w PBS
w stezeniu konnicowym 2 pg/ml. Po dwuminutowej inkubagji, roztwor barwnikow
usuwano, a komorki zalewano PBS, w objetosci 0,5 ml. Zabarwione komorki byty
obserwowane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8.
Analizowano, co najmniej 250 komorek dla kazdej probki (50 komorek z 5 pol
widzenia).

W mikroskopie konfokalnym obserwowano nastgepujace frakcje komorek:
zywe, ktéore sa morfologicznie prawidlowe z  zielonym jadrem;
wczesnoapoptotyczne  majace  zielone jadro ze skondensowana lub
pofragmentowana chromatyna, pdzZnoapoptotyczne, charakteryzujace
si¢ skondensowana lub pofragmentowana czerwona chromatyna oraz
nekrotyczne, z czerwonym jadrem (Duke i Cohen, 1992 w modyfikacji Lazniewska
i wsp., 2013a).

7.2.12.2. Podwéjne barwienie aneksyna V/jodek propidyny (PI)

W  celu okredlenia frakcji komdrek apoptotycznych i nekrotycznych
przeprowadzono barwienie aneksyna-V/jodkiem propidyny. Aneksyna-V (Ann-V)
jest zaleznym od jondw wapnia (Ca?) biatkiem wiazacym fosfolipidy
z wysokim powinowactwem do fosfatydyloseryny (PS), ktéra w komorkach
apoptotycznych jest przenoszona z wewnetrznej na zewnetrzng warstwe
btony plazmatycznej. W ten sposéb PS wystawiona mna dzialanie
czynnikow zewnatrzkomodrkowych moze by¢ zwiazana przez aneksyne-V.
Zielona fluorescencja pochodzi od fluoresceiny zwiazanej kowalencyjnie
z Ann-V. Jodek propidyny (PI) (czerwona fluorescencja) jest usuwany przez
zywe komorki z nienaruszonymi btonami, podczas gdy blony nekrotycznych
i uszkodzonych komorek sg przepuszczalne dla PI. W zwigzku z tym oddzielne
frakcje komorek zidentyfikowano w nastepujacy sposob: zywe komodrki — Ann-V
i PI negatywne; komorki nekrotyczne - Ann-V negatywne i PI pozytywne;
komdrki apoptotyczne — Ann-V i PI - pozytywne oraz Ann-V pozytywne

i PI - negatywne. Probki przygotowano zgodnie z procedura dla zestawu
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do wykrywania apoptozy FITC-aneksyna-I (BD Pharmingen ™). Dane
zliczono dla Iacznej liczby 10 000 zdarzen na probke. Kontrola kompensacji —
w przypadku aneksyny komorki inkubowano z kamptotecyng (80 puM) przez
4 godz. (dodatnia zielona fluorescencja), w przypadku jodku propidyny komorki
inkubowano z dodatkiem 75% zmrozonego etanolu (dodatnia czerwona
fluorescencja). Probki analizowano za pomoca cytometru przeptywowego (LSRII,
Becton Dickinson). Fluorescencje mierzono stosujac standardowe filtry emisji:
zielony — FL1 (A =490 + 20 nm) i czerwony — FL3 (A =530 — 630 nm).

7.2.13. Ocena morfologiczna oraz wizualizacja wyznakowanych fluoresceina

dendrypleksow w komorkach zawiesinowych

Morfologie i internalizacje kompleksow, po 3 i 24 godzinnej inkubagji
z dendrymerami lub dendrypleksami (Csur = 1 pM, GCsirna =100 nM),
w komorkach HL-60 oceniono przy uzyciu mikroskopii konfokalne;j.

Komoérki wysiewano w gestosci 1,5 x 10° kom./ml i inkubowano przez 30 min
w medium RPMI-1640, w temperaturze 37°C w atmosferze zawierajacej 5% COs.
Po 30 min inkubacji do komdrek dodawano dendrypleksy w badanych stezeniach.
Aby usuna¢ kompleksy zwigzane z powierzchnia komorek, dodawano 50 ul
50 mM roztworu glicyny (pH 3,2) i inkubowano przez 20 sekund. Dzialanie
glicyny dezaktywowano poprzez dodanie do komorek 500 ul PBS (pH = 7,4)
(Kameyama i wsp., 2007). Komorki odwirowywano, przemywano dwukrotnie
0,1 M roztworem PBS o pH 7,4 i utrwalono w 3% formaldehydzie, przez dwie
godziny. Nastepnie komorki wybarwiono DAPI (2 mg/ml) przez 5 min.
Po ponownym przemyciu PBS w celu wizualizacji aktyny, komorki barwiono
falloidyna (200 jednostek/ml). Zdjecia zostaly wykonane za pomoca
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8. Do wzbudzenia DAPI stosowano
laser emitujacy swiatto o dlugosci fali A = 405 nm, natomiast do wzbudzenia
falloidyny laser WLL o dilugosci fali A = 565 nm. Detekci dokonano
dla DAPI w zakresie dlugosci fali A = 450 — 490 nm, a dla falloidyny
w zakresie dlugosci fali A = 600 — 615 nm. Do analizy danych wykorzystano

oprogramowanie Leica.
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7.2.14. IloSciowa ocena stopnia wnikania dendryplekséw wyznakowanych

fluoresceing do komorek

Metoda cytometryczna okre$lono liczbe komorek, w ktorych doszto
do internalizacji przynajmniej jednej czasteczki fluorescencyjnego siRNA. W celu
oceny internalizacji dendrypleksow do komorek nowotworowych (HL-60),
komorki wysiano na 24-dotkowych plytkach w gestosci 10 x 10° komorek/dotek
w 0,5 ml medium RPMI 1640. Kontrola obejmowata komorki nietraktowane
(zamiast dendrymerow/dendryplekséw dodano PBS). Probki inkubowano przez
3 i 24 godz. ze zwigzkami, w warunkach hodowlanych. Aby usuna¢ kompleksy
zwigzane z powierzchnig komorek, dodawano 50 pl 50 mM roztworu glicyny
(pH = 3,2) i inkubowano przez 20 sekund. Aby dezaktywowac glicyne,
do komorek dodano 500 pl roztworu PBS (pH = 7,4) (Kameyama i wsp., 2007).
Nastepnie komorki odwirowano, zawieszono w 500 ul PBS w probowkach
cytometrycznych i umieszczono na lodzie w ciemnosci, az do momentu pomiaru.
Intensywnos¢ fluorescencji probek, pochodzaca od siRNA wyznakowanego
fluoresceing, mierzono za pomoca cytometru przeptywowego LSRII Becton

Dickinson, przy diugosci fali wzbudzenia A = 488 nm i emisji A =530 + 30 nm.

7.2.15. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, do ktorej wykorzystano
oprogramowanie SigmaPlot 12.0. Wyniki badan uzyskano w przynajmniej
trzech niezaleznych eksperymentach. Kazdy 2z eksperymentéw skladat
si¢ z co najmniej trzech powtorzen. Wyniki przedstawiono jako srednia
arytmetyczna + odchylenie standardowe (SD).

Dzigki oprogramowaniu SigmaPlot 12.0 wyznaczono rowniez stezenie
cytotoksyczne 50% czyli CC50.

Do oceny istotnosci statystycznej uzyskanych wynikéw zastosowano analize
wariangji jednoczynnikowej ANOVA oraz test post-hoc Tukeya dla poréwnan
wielokrotnych programu SigmaPlot 12.0 firmy Systat Software Inc, USA.

We wszystkich przypadkach przyjeto poziom istotnosci a = 0,05 lub mniejszy.
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8. Wyniki

8.1. Oddzialywania dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych

z wybranymi biatkami enzymatycznymi

Do okreslenia odzialywan pomiedzy dendrymerami hybrydowymi dwodch
generacji, a biatkami, wybrano trzy roézne biatka enzymatyczne: fosfataze
alkaliczna (AP) z E. coli, dehydrogenaze L-mleczanowa (LDH) z mies$ni krolika
i ludzka aminotransferaze asparaginianowa (AST).

Biatka te zostaly wybrane ze wzgledu na fakt, iz s3 one katalizatorami
dla szeregu reakcji metabolicznych oraz uczestnicza w wielu procesach
biologicznych, ktérych przebieg jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Ponadto, enzymy te posiadaja odmienny stopien sztywnosci
struktury, a takze ich miejsca aktywne znajduja si¢ w rdéznych pozycjach
(Tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka fosfatazy alkalicznej (AP), dehydrogenazy
L-mleczanowej (LDH) oraz aminotransferazy asparaginianowej (AST) (Shcharbin
i wsp., 2015; www.uniprot.org).

Biatko AP LDH AST

Typ dimer tetramer dimer
Lokalizacja centrum aktywnego ukryte ukryte na powierzchni
Sztywnos¢ struktury przestrzennej sztywna | elastyczna | elastyczna
Masa czasteczkowa [kDa] 89 149 94

Liczba reszt tryptofanowych 5 6 6

Ladunek powierzchniowy -18 -5 -16
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8.1.1. Gaszenie fluorescencji reszt tryptofanu (Trp) w badanych biatkach

Pomiary gaszenia fluorescencji reszt tryptofanu metoda
spektrofluorymetryczna daja mozliwos¢ wuzyskania informacji na temat
oddzialywania wybranego ligandu z biatkiem. Stad, pomiar fluorescencji reszt
tryptofanu wybranych biatek, pod wptywem dendrymerdéw, byl pierwsza metoda
stuzaca do okreslenia oddziatywan dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowych z biatkami. Pomiar fluorescengji tryptofanu dla wybranych biatek,
w  obecnosci  dendrymeréw  karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych,
nie wykazat istotnych roznic pomiedzy generacjami dendrymeru. Zaréwno
dendrymery generacji pierwszej (SMT1) jak i generacji drugiej (SMT2), znaczaco
gasily fluorescencje wszystkich trzech bialek. Jednakze, wplyw dendrymerow
roznit si¢ w zaleznosci od biatka. Gaszenie fluorescencji zachodzito w sposdb
zalezny od stezenia we wszystkich przypadkach, chociaz efekt wywotany przez
dendrymery SMT byl najmniejszy w stosunku do fosfatazy alkalicznej (Ryc. 11).
Natomiast silne gaszenie fluorescencji tryptofanu nastepowato w przypadku
zaréwno AST (Ryc. 12) jak i LDH (Ryec. 13).
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Ryc. 11. Widma fluorescencji fosfatazy alkalicznej (C = 1 uM) w obecnosci
dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n > 3.
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Ryc. 12. Widma fluorescencji aminotransferazy asparaginianowej (C = 1 uM)
w obecnosci dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n > 3.
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Ryc. 13. Widma fluorescencji dehydrogenazy L-mleczanowej (C = 1 uM)
w obecnosci dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n > 3.
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W celu poréwnania efektywnosci dendrymerow SMT w wygaszaniu
fluorescencji biatek, jako wskaznik przyjeto poziom 20% wartosci poczatkowej
fluorescencji dla danego biatka. Zarowno dla dendrymerdéw generacji pierwszej
jak i drugiej, w przypadku fosfatazy alkalicznej spadek fluorescengji tryptofanu
do przyjetego poziomu nastgpowal przy stosunku molowym 25:1 (SMT:AP)
(Ryc. 14). Dla pozostalych dwoch biatek gaszenie fluorescencji do przyjetego
poziomu nastepowato w nizszych stosunkach molowych. Dla aminotransferazy
asparaginianowej, w przypadku dendrymeru SMT1, stosunek ten wynosit 10:1
(SMT1:AST). Natomiast dendrymer generacji drugiej gasil fluorescencje reszt
tryptofanowych w AST w stosunku 5:1 (STM2:AST) (Ryc. 15). Fluorescencja
ostatniego z enzymdw, czyli dehydrogenazy L-mleczanowej, rowniez ulegala
gaszeniu pod wptywem dendrymeréw SMT, w sposob zblizony do oddzialywan
zachodzacych pomiedzy SMT i AST. Dendrymery obu generacji gasily
fluorescencje LDH w stosunku 10:1 (Ryc. 16).

1.0 - SMT1
- SMT2
'y
L 0.5
0.0 I Ll T T T T
0 5 10 15 20 25 30

stosunek molowy SMT/AP
Ryc. 14. Zaleznos¢ poziomu fluorescencji F/Fo od stosunku molowego SMT/AP,
gdzie: F — intensywnos¢ fluorescencji AP w obecnosci dendrymeréow SMT;
Fo — intensywno$¢ fluorescencji AP bez dendrymerdéw. Wartosci F i Fo odczytano
dla dtugosci fali odpowiadajacej maksimum fluorescencji AP (Amax). Csiatka =1 pM.
Dane przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe. n > 3.
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Ryec. 15. Zaleznos¢ poziomu fluorescencji F/Fo od stosunku molowego SMT/AST,
gdzie: F — intensywnos¢ fluorescencji AST w obecnosci dendrymeréw SMT;
Fo — intensywnos¢ fluorescencji AST bez dendrymerow. Wartosci F i Fo odczytano
dla dtugosci fali odpowiadajacej maksimum fluorescencji AST (Amax). Csiatka= 1 M.
Dane przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe. n > 3.
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Ryec. 16. Zalezno$¢ poziomu fluorescencji F/Fo od stosunku molowego SMT/LDH,
gdzie: F — intensywnos¢ fluorescencji LDH w obecnosci dendrymeréw SMT;
Fo — intensywno$¢ fluorescencji LDH bez dendrymeréw. Wartosci F i Fo odczytano
dla dilugosci fali odpowiadajacej maksimum fluorescencji LDH (Amax).
Csiatka= 1 uM. Dane przedstawione jako srednia + odchylenie standardowe. n > 3.
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8.1.2. Potencjal zeta

Pomiar potencjalu zeta wykorzystano w celu oceny zmian tadunku
powierzchniowego kompleksow oraz interakcji zachodzacych pomiedzy
dendrymerami a biatkiem. Wyznaczenie potencjatu zeta czasteczek byto mozliwe
dzieki zastosowaniu metody analizy fazy rozproszenia swiatta PALS (phase
analysis light scattering) wynikajacej z pomiarow elektroforetycznych oraz
laserowego pomiaru predkosci metoda Dopplera (LDV). Stezenie biatek
stosowanych w badaniu byto utrzymywane na stalym poziomie 0,5 uM, podczas
gdy dendrymery SMT1 i SMT2 dodawano w rosnacych stezeniach, w zakresie
od 0 do 50 uM.

Oba dendrymery wplywaly na potencjat zeta wybranych trzech enzymow.
Kazde biatko badane przed dodaniem dendrymeru mialo ujemne wartosci
potencjatu zeta (AST: - 12 mV, AP: - 17 mV, LDH: - 5 mV). Dendrymery zmienialy
poczatkowe wartosci potencjatu zeta bialek, z wujemnych na dodatnie
az do osiagniecia plateau, co pozwolito wyznaczy¢ maksymalng liczbe czasteczek
dendrymeru przylaczonych do jednej czasteczki biatka. W przypadku
dendrymeréw obu generacji plateau zostalo osiagniete ponizej +15 mV.
Zmiany potencjalu zeta wybranych bialek w obecnosci dendrymerow
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych zostaly przedstawione na Rycinach
17 (SMT:AP), 18 (SMT:AST), 19 (SMT:LDH).

Analiza potencjalu zeta w funkci stosunku molowego dendrymer/biatko
pozwolita okresdli¢ ile czasteczek dendrymeru moze si¢ zwiazac z biatkiem. Liczbe
czasteczek dendrymerow przypadajacych na czasteczke kazdego z enzymow
przedstawiono w tabeli 3. Liczba czasteczek dendrymeru generacji pierwszej
przypadajaca na jedna czasteczke AP i LDH byla na takim samym poziomie
i wynosita 11. W przypadku AST wynosita ona 14. Dla dendrymeréw SMT2
wyniki réznily sie nieznacznie. 12 czasteczek dendrymeru SMT2 przypadato
na jedna czasteczke zaréwno AST jak i AP. Natomiast w przypadku LDH,
dendrymery SMT2 wiazaty si¢ w stosunku 8:1.
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Tabela 3. Liczba dendrymeréw zwigzanych z jedna czasteczka biatka, obliczona
na podstawie pomiaru potencjatu zeta.

SMT1 SMT2
AST 14 12
AP 11 12
LDH 11 8
*« SMT1
= SMT2
20+
| 10+
E
8 0 . , : :
@
N 25 50 75 100
® L
E -10 stosunek molowy SMT/AP
el 1
o
-20%
-30-

Ryc. 17. Zmiany potencjatu zeta fosfatazy alkalicznej (C = 0,5 uM) pod wplywem
dendrymeréw SMT1 i SMT2. Dane przedstawione jako $rednia + odchylenie

standardowe. n > 3.
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Ryc. 18. Zmiany potencjatu zeta aminotransferazy asparaginianowej (C = 0,5 uM)
pod wplywem dendrymeréw SMT1 i SMT2. Dane przedstawione jako

$rednia + odchylenie standardowe. n > 3.
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Ryc. 19. Zmiany potencjatu zeta dehydrogenazy L-mleczanowej (C = 0,5 pM)
pod wplywem dendrymeréw SMT1 i SMT2. Dane przedstawione jako

$rednia + odchylenie standardowe. n > 3.

63



Wyniki

8.1.3. Zmiany struktury drugorzedowej biatek

W pracy przeprowadzono rowniez badania dotyczace zmian struktury
drugorzedowej AST, AP oraz LDH, pod wplywem dendrymeréow
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych z zastosowaniem techniki dichroizmu
kolowego. Na podstawie ksztaltu widm CD wszystkich trzech biatek
stwierdzono obecnos¢ a-helisy, ktora posiada dwa charakterystyczne
minima, przy A = 208 nm oraz A = 222 nm. Dodanie dendrymerdw
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych obu generacji powodowalo zmiany
w intensywnosci sygnatlu w obu minimach w widmach CD, co swiadczy
o zmianach w strukturze drugorzedowej bialek. Moze to by¢ wynikiem wigzania
nanoczasteczek z biatkiem w sposob zalezny od stezenia. Widma AP, AST
oraz LDH w obecnosci dendrymeréw SMT1 i SMT2 przedstawiono odpowiednio
na Ryc. 20, 21 oraz 22. Zmiany eliptycznosci molowej w minimach (A = 208 nm,
A = 222 nm) przedstawiono jako stosunek sredniej eliptycznosci molowej biatek
w obecnosci dendrymerdw, do eliptycznosci molowej samego biatka (®/®)
(Ryc. 23 dla AP, 24 dla AST oraz 25 dla LDH). Dendrymery hybrydowe
powodowaly spadek eliptycznosci molowej biatek do zera dla AP (SMT1 - 20:1),
AST (SMT1 - 7,5:1; SMT2 - 10:1) i LDH (SMT1 - 10:1), w sposdb zalezny
od stezenia, przy A = 208 nm. W minimum A = 222 nm, spadek wspotczynnika
eliptycznosci molowej zalezny od stezenia dendrymeru jest widoczny dla biatek
AST i LDH. Minimalna warto$¢ wspotczynnika eliptycznosci molowej jest w tym
przypadku osiagana dla AST w obecnosci SMT1 w stezeniu 15 pM i SMT2
w stezeniu 10 uM, a dla LDH w stezeniu 15 uM dla obu dendrymerdw. Natomiast
w przypadku fosfatazy alkalicznej przy A = 222 nm, dendrymer generacji drugiej
powodowat niewielki spadek wspodlczynnika eliptycznosci molowej do poziomu
80% w stezeniu 20 uM, a dendrymer generacji pierwszej, w tym samym stezeniu,
do poziomu 40% warto$ci wspotczynnika eliptycznosci molowej AP. Stad, wptyw
dendrymeréw SMT na strukture drugorzedowa biatek, byl mniejszy
w przypadku AP, w poréwnaniu z AST oraz LDH. Ponadto, mozna zauwazyy¢,
ze wplyw dendrymerdéw generacji pierwszej na oba minima byt wiekszy
niz dendrymerow generacji drugiej, co mozna wywnioskowa¢ na podstawie

zmian wspotczynnika eliptycznosci molowej badanych biatek (Ryc. 23, 24, 25).
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Ryc. 20. Widma dichroizmu kolowego fosfatazy alkalicznej (C = 1 uM)
w obecnosci dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n > 3.
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Ryc. 21. Widma dichroizmu kolowego aminotransferazy asparaginianowej
(C=1 pM) w obecnosci dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n>3.
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Ryc. 22. Widma dichroizmu kolowego dehydrogenazy L-mleczanowej
(C=1 pM) w obecnosci dendrymeréw SMT1 (A) oraz SMT2 (B). n> 3.
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Ryc. 23. Zaleznos¢ wspodtczynnika eliptycznosci molowej ®/@0 od stosunku
molowego SMT/AP, gdzie © - eliptycznos¢ molowa AP w obecnosci
dendrymeréw; @o — eliptycznos¢ molowa AP bez dendrymeréw. C = 1 uM.
Wartos$¢ © i ®o odczytano dla dwdch diugosci fali A = 208 nm (A) oraz
A=222nm (B). n > 3.
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Ryc. 24. Zaleznos¢ wspodtczynnika eliptycznosci molowej ®/@0 od stosunku
molowego SMT/AST, gdzie © - eliptycznos¢ molowa AST w obecnosci
dendrymeréw; ®o — eliptycznos¢ molowa AST bez dendrymeréow. C = 1 uM.
Wartos$¢ © i ®o odczytano dla dwdch diugosci fali A = 208 nm (A) oraz
A=222nm (B). n > 3.
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Ryc. 25. Zaleznos¢ wspodtczynnika eliptycznosci molowej ®/@0 od stosunku
molowego SMT/LDH, gdzie ® - eliptycznos¢ molowa LDH w obecnosci
dendrymerdéw; ®o — eliptycznos¢ molowa LDH bez dendrymeréw. C = 1 uM.
Warto$¢ © i ®o odczytano dla dwdch diugosci fali A = 208 nm (A) oraz
A=222nm (B). n > 3.
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8.1.4. Wizualizacja kompleksow dendrymeréw SMT z biatkami

Kolejnym etapem badania oddziatywan dendrymeréw karbokrzemowo-
wiologenowo-fosforowych z biatkami byla wizualizacja zmian zachodzacych
w strukturze enzymow oraz utworzonych z dendrymerami komplekséw. Oceny
dokonano z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM).
Jako, ze wyniki uprzednio dokonanej analizy nie wskazywaly na duze rdznice
w sposobie oddziatywania dendrymerow generacji pierwszej i drugiej, na Ryc. 26
przedstawiono jedynie zdjecia biatek w obecnosci dendrymeru SMTT1.

Same biatka byly widoczne jako fibrylarny material o roznej gestosci
elektronowej. Podczas gdy, biatko AST w obecnosci dendrymerow SMT tworzyto
globularne ksztatty o wielkosci okoto 40 — 80 nm, to po dodaniu dendrymeréw
do biatka AP obserwowano nieregularne zagregowane formy, ktorych wielkos¢
siegata do 150 nm. Z kolei dodanie dendrymeréw do roztworu biatka LDH
skutkowato pojawieniem sie kulistych elektronowo gestych struktur, ktérych
rozmiar nie przekraczal 200 nm. Wpyniki uzyskane podczas analizy
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym wskazujq na zdolnos¢ tworzenia
komplekséw przez dendrymery SMT z badanymi biatkami.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze probki przygotowane do obrazowania
z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego musza zosta¢ uprzednio
wysuszone, co moze wplyna¢ na otrzymane wyniki. Jednakze, mozna
stwierdzi¢, iz doszlo do utworzenia komplekséw pomiedzy dendrymerami

karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowymi, a wybranymi enzymami.
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Ryc. 26. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego biatek AP, AST
oraz LDH bez (panel lewy) oraz w obecnosci dendrymeréw SMT1 (panel prawy).
Skala = 100 nm.
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8.2. Wplyw dendrymeréw hybrydowych na mysie komorki nerwowe linii
N2a i mHippoE-18

Biorac pod uwage szerokie zastosowanie dendrymeréw w badaniach
przeciwnowotworowych i ich zdolnos¢ do zapobiegania tworzeniu si¢ widkienek
amyloidowych zaangazowanych w choroby neurodegeneracyjne, do oceny
wplywu dendrymerow SMT na komorki, wybrane zostaty dwie rézne mysie linie
komorek nerwowych: N2a oraz mHippoE-18. Mysia linie nowotworows,
stanowity komorki nerwiaka ptodowego N2a (neuroblastoma). Linia komoérkowa
N2a stanowila model do badania potencjalnych efektow toksycznych akumulacji
nanoczastek tlenku miedzi w mozgu, jak i do badania neurotoksycznosci,
czy choroby Alzheimera (Provost, 2010; Salto i wsp., 2015). Ponadto, byla
ona rowniez wykorzystywana jako model w badaniach dotyczacych ochronnego
dziatania dendrymeréw w infekcjach prionowych oraz toksycznosci zwigzanej
z powstawaniem [-amyloidu. Mysia lini¢ nienowotworowa immortalizowana
stanowily embrionalne komorki hipokampalne mHippoE-18. Linia ta stanowi
odpowiedni model do  opracowywania  srodkdw  terapeutycznych
ukierunkowanych na choroby i zaburzenia osrodkowego uklady nerwowego.
Co wazne, badania z wykorzystaniem linii komdrkowej mHippoE-18 wydaja
sie szczegoOlnie atrakcyjne z punktu widzenia potencjalu zastosowania
dendrymeréw jako lekdéw przeciwamyloidowych, poniewaz uszkodzenie
hipokampu jest zwigzane zaréwno z choroba Alzheimera, jak i choroba

Parkinsona (Lazniewska i wsp., 2013a; Lazniewska i wsp., 2013b).
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8.2.1. Cytotoksycznos$¢ dendrymerow SMT wobec mysich linii komérkowych

Pierwszym etapem badania wplywu dendrymeréw hybrydowych dwoch
generacji na mysie linie komdrkowe bylo okreslenie cytotoksycznosci przy uzyciu
testu MTT. Jedynie niewielki spadek zywotnosci komorek linii N2a oraz
mHippoE-18 zaobserwowano po ich 24 godzinnej inkubacji z dendrymerami
SMT1. Przy najwyzszym uzytym stezeniu (10 pM) zywotnos¢ komorek
mHippoE-18 spadta do poziomu 79%, natomiast komorek N2a do 76%,
w stosunku do nietraktowanej kontroli (przyjetej jako 100%). Dendrymery SMT2,
po 24 godzinnej inkubacjii, powodowaly zalezne od stezenia zmniejszenie
zywotnosci komodrek obu linii (Ryc. 27). Zywotno$¢ komoérek obu linii
po 24 godzinnej inkubacji z dendrymerami SMT2, w stezeniu 10 uM, spadata
ponizej 10% w pordwnaniu do nietraktowanej kontroli przyjetej jako 100%.
Stezenie cytotoksyczne 50% (CC50) zdefiniowano jako stezenie dendrymeru, ktore
powodowato spadek zywotnosci komorek o 50% w stosunku do nietraktowanej
kontroli. Wartos¢ CC50 obliczono tylko dla dendrymerow SMT2, w zwiazku
z niewielka toksycznoscia dendrymerdéw generacji pierwszej po 24 godzinach
inkubacji. Wartos¢ CC50 dla SMT2 w stosunku do komérek mHippoE-18 wynosita
35 £ 1,2 uM, a dla SMT2/N2a byta réwna 3,0 + 1,0 pM. Wyniki wskazuja,
ze komorki obu linii, po 24 godzinach inkubagji, sq bardziej wrazliwe na dziatanie
dendrymerdw generacji drugiej.

Ze wzgledu na niewielka cytotoksyczno$¢ dendrymerdw generacji pierwszej
po 24 godz., zdecydowano o wydluzeniu czasu inkubacji dla dendrymerow
SMT1 do 48 godzin. Uzyskane wyniki wskazuja, iz w przypadku komorek
N2a, cytotoksycznos¢ dendrymeréw SMT1 zwigkszyta sie i byla zalezna
od ich stezenia. Stwierdzono istotna statystycznie réznice w zywotnosci komdrek
N2a po 24 i 48 godzinach inkubagji, dla stezen 5 uM (do 58%) i 10 uM (do 54%)
(Ryc. 27). Wartos¢ CC50 dendrymeréw SMT1 dla komdrek N2a po 48 godzinach
inkubacji wynosita 14,3 + 1,8 uM. W przypadku komorek mHippoE-18
zaobserwowano nieznaczny spadek zywotnosci po 48 godzinach, ktory nie byt
istotny statystycznie w porownaniu do wynikdw uzyskanych po 24 godzinnej

inkubagji.
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Ryc. 27. Zywotnoé¢ komérek mHippoE-18 (A) oraz N2a (B) po 24 godz. inkubacji
z SMT1 i SMT2 oraz po 48 godz. inkubacji z SMT1. Wyniki przedstawiono
w odniesieniu do kontroli przyjetej jako 100%. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

n = 6. # — istotna statystycznie r6znica pomiedzy czasem inkubacji 24 a 48 godz.
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8.2.2. Poziom reaktywnych form tlenu generowanych w komérkach

Kolejnym etapem badann byla ocena zmian w poziomie reaktywnych
form tlenu (RFT) w komorkach za pomoca sondy fluorescencyjnej - H.DCFDA.
Komérki obu linii poddano 24 godzinnej inkubacji z dendrymerami
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowymi generacji pierwszej i drugiej.
Dla dendrymeru SMT1 zastosowano 5 stezen (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM,
10 uM) wykorzystanych rowniez w badaniu cytotoksycznosci. Jednakze,
ze wzgledu na wysoka cytotoksycznos¢ dendrymeru SMT2 w stezeniu 10 uM,
zaréwno dla linii N2a jak i mHippoE-18, nie uwzgledniono go w oznaczeniach
reaktywnych form tlenu w komérkach.

Otrzymane wyniki wykazaly niewielki (do poziomu 105%), aczkolwiek
istotny statystycznie, wzrost poziomu reaktywnych form tlenu w komdrkach
mHippoE-18 dla stezenia 0,5 pM w przypadku dendrymeréow SMT1 oraz
niewielki (do poziomu 80%) istotny statystycznie spadek ilosci reaktywnych form
tlenu w przypadku dendrymerow SMT2 dla stezenia 5 uM.

Pozostate stezenia dendrymerow SMT1 oraz SMT2 nie powodowaty istotnych
statystycznie zmian w poziomie reaktywnych form tlenu dla obu linii
komoérkowych poddanych 24 godzinnej inkubacji, w porownaniu do kontroli
nietraktowanej, przyjetej jako 100% (Ryc. 28).

Dodatkowo, probki po 24 godzinnej inkubacji z dendrymerem SMT1
wizualizowano za pomoca mikroskopu konfokalnego (Ryc. 29). Wizualizacja
komoérek N2a i mHippoE-18 potwierdzila brak zmian w intensywnosci
fluorescencji komorek w obecnosci dendrymeru, po wybarwieniu sonda
H:DCFDA, co wskazuje na brak zmian w poziomie RFT. Przedstawione wyniki
potwierdzaja rezultaty uzyskane za pomoca czytnika mikroptytek BIOTEK
PowerWave HT.
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Ryc. 28. Zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (RFT) w komdrkach linii
mHippoE-18 oraz N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami SMT1 (A) oraz
SMT2 (B). Pomiaré6w dokonano z uzyciem sondy H:DCFDA. Wyniki
przedstawiono w odniesieniu do kontroli przyjetej jako 100%. n = 6, * p < 0,05,
**p<0,01, ** p<0,001.
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mHippoE-18 N2a
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Ryc. 29. Zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (RFT) w komdrkach linii
mHippoE-18 (lewy panel) oraz N2a (prawy panel) po 24 godz. inkubagji
z dendrymerami SMT1. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
z wykorzystaniem sondy H:DCFDA. A - kontrola, B — 0,1 pM, C - 0,5 uM,
D-1uM, E-5uM, F-10 uM.
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8.2.3. Zmiany mitochondrialnego potencjalu blonowego

Nastepnym etapem pracy, po ocenie zmian w poziomie reaktywnych
form tlenu w komodrkach, bylo okreslenie zmian mitochondrialnego
potencjalu btonowego (Wm). Pomiarow dokonano z wykorzystaniem sondy
fluorescencyjnej JC-1.

Ze wzgledu na brak istotnych zmian w produkcji RFT po 24 godzinnej
inkubacji z dendrymerami SMT obu generacji, nie spodziewano si¢ zmian
w mitochondrialnym potencjale blonowym. Jednakze, po 24 godzinnej inkubagji
zaobserwowano hiperpolaryzacje blony mitochondrialnej komoérek N2a. Zmiany
te byly zalezne od stezenia badanego dendrymeru SMT1 i dla najwyzszego
zastosowanego stezenia dendrymeru wartos¢ mitochondrialnego potencjatu
btonowego wyniosta okoto 192% (w poréwnaniu do kontroli przyjetej jako 100%).
W przypadku linii mHippoE-18 doszto jedynie do nieznacznego, jednakze
istotnego statystycznie, spadku Wm pod wplywem dendrymeru SMTI,
w stezeniach od 0,1 uM do 1 uM - potencjal mitochondrialny nie spadat ponizej
80% kontroli (Ryc. 30A). W przypadku SMT2, nie stwierdzono istotnych zmian
potencjalu mitochondrialnego dla obu linii komdérkowych po 24 godzinnej
inkubagji (Ryc. 30B).
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Ryc. 30. Zmiany blonowego potencjatu mitochondrialnego (AWm)
w komorkach linii mHippoE-18 oraz N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami
SMT1 (A) oraz SMT2 (B). Pomiaréw dokonano z uzyciem sondy JC-1. Wyniki
przedstawiono w odniesieniu do kontroli przyjetej jako 100%. n = 6, * p < 0,05,
**p<0,01, *** p<0,001.
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8.2.4. Zmiany poziomu reaktywnych form tlenu, mitochondrialnego potencjatu
blonowego oraz zywotnosci komérek mHippoE-18 i N2a pod wplywem

dendrymeru SMT1 w zaleznosci od czasu inkubacji

Analiza wynikow dotyczacych wplywu dendrymerow SMT1 oraz
SMT2 na wybrane parametry odpowiedzi komodrkowej dwoch mysich linii
komoérkowych wykazata, ze dendrymer SMT1 w stezeniu 5 uM nie wywiera
znaczacego wpltywu na komorki mHippoE-18, a jednoczesnie wptywa na komorki
N2a. Dendrymer SMT2 wykazywal znaczng toksycznos¢ w stosunku do obu
linii komorkowych, przy jednoczesnym braku zmian w ilosci reaktywnych
form tlenu generowanych w komodrkach oraz w mitochondrialnym potencjale
blonowym po 24 godzinach inkubacji. Dlatego tez, zdecydowano
si¢ na analize poziomu reaktywnych form tlenu, mitochondrialnego
potencjalu btonowego oraz zywotnosci komorek mHippoE-18 (Tabela 4) oraz
N2a (Tabela 5) pod wplywem dendrymeru SMT1 w stezeniu 5 UM w czasie
0,5 — 48 godzin.

W przypadku komorek linii mHippoE-18 nie zauwazono zmian w poziomie
RFT w czasie oraz jedynie niewielki spadek potencjatu mitochondrialnego
i zywotnosci po 48 godz. inkubacji. Jednakze, nie wykazano istotnie
statystycznych réznic w wartosciach ww. parametré4w pomiedzy czasami
inkubacji 24 a 48 godzin.

Natomiast inkubacja komorek N2a z dendrymerem SMT1 w stezeniu 5 uM
wykazata istotny statystycznie wzrost poziomu reaktywnych form tlenu do okoto
120% oraz wzrost potencjalu mitochondrialnego do 170%, w pordéwnaniu
do kontroli, juz po 30 minutach. W przypadku RFT, ich poziom spadat
po 3 godzinach do poziomu kontroli, a po 48 godzinach ponizej poziomu kontroli,
tj. do 84%. Spadek ten byl istotny statystycznie. Hiperpolaryzacja blony
mitochondrialnej utrzymywala si¢ do 24 godzin, po czym dochodzito
do depolaryzacji btony i spadku potencjalu mitochondrialnego do 80%
w porownaniu do kontroli. Spadek w poziome RFT oraz spadek
mitochondrialnego potencjalu  blonowego po 48 godzinnej inkubagji
korespondowaty ze spadkiem zywotnosci komorek N2a do 58%, ktory byt istotny

statystycznie w poréwnaniu do czasu inkubacji 24 godz.
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Tabela 4. Zmiany poziomu reaktywnych form tlenu, mitochondrialnego
potencjatlu blonowego oraz zZywotnosci komdrek mHippoE-18 w czasie,
w pordwnaniu z kontrolg dla dendrymeru SMT1 w stezeniu 5 uM (n > 6,
*p < 0,05, 1/} — statystycznie istotny wzrost/spadek w poréwnaniu do kontroli;

# — statystycznie istotna réznica pomiedzy czasem inkubacji 24 a 48 godziny).

mHippoE-18 SMT1 5uM
Czas [godz.] RFT AWm Zywotnosé
0 100,0 100,0 100,0
0,5 101,5+6,7 101,3+5,0
1 100,0+6,2 98,7+4,5
3 100,0+2,6 98,8+4,5
6 99,5+2,1 100,5+5,4
24 102,6+7,1 96,1+1,3 90,2+7,6
48 99,3+2,7 94,5+3,3*| 82,6+5,6%|

Tabela 5. Zmiany poziomu reaktywnych form tlenu, mitochondrialnego
potencjatu btonowego oraz zywotnosci komdrek N2a w czasie, w pordwnaniu
z kontrola dla dendrymeru SMT1 w stezeniu 5 uM (n > 6, *p < 0,05,
1/}l — statystycznie istotny wzrost/spadek w poréwnaniu do kontroli;
# — statystycznie istotna réznica pomiedzy czasem inkubacji 24 a 48 godziny).

N2a SMT15uM
Czas [godz.] RFT A¥m Zywotnosé
0 100,0 100,0 100,0
0,5 119,8+10,2*1 169,5+10,9*1
1 115,1+13,2* 160,9+7,0%
99,7+2,6 160,8+9,3*
100,8+3,8 163,5+12,7*
24 103,8+10,3 156,7+8,7* 84,6+7,2% |
48 84,6+1,6* | # 80,9+3,3* | # 58,2+4,1* | #
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8.2.5. Morfologia komorek linii N2a oraz mHippoE-18

Morfologie komodrek analizowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
Leica TCS SP8. W utrwalonych komorkach linii N2a oraz mHippoE-18
wybarwiono filamenty aktynowe znakowanga fluorescencyjnie falloidyna, podczas
gdy jadro komodrkowe zostato wybarwione DAPI (Ryc. 31, 32).

W przypadku komorek linii mHippoE-18, 24 godzinna inkubacja
z dendrymerami SMT1 w zakresie stezen od 0,1 uM do 10 uM, nie spowodowata
zmian w ich morfologii (Ryc. 31A-F). Podobnie po inkubacji komorek N2a
z SMT1 w stezeniach od 0,1 uM do 1 uM nie obserwowano zmian w morfologii
(Ryc. 32A-D). Jednak juz wzrost stezenia dendrymeru do 5 uM spowodowat
dezorganizacje = cytoszkieletu, pojawienie si¢ dodatkowych  wypustek
cytoplazmatycznych oraz niewielka kondensacje chromatyny w komorkach
N2a (Ryc. 32E). Efekt ten nasilal si¢ wraz ze wzrostem stezenia dendrymeru
(Ryc. 32F). Co wigcej, w obecnosci dendrymeru SMT1 w stezeniach 5 uM i 10 uM,
rozmiar komdrek zwiekszyt sie w stosunku do komorek kontrolnych.

Podczas gdy inkubacja komorek linii N2a oraz mHippoE-18 z dendrymerami
SMT2 w stezeniach do 1 yuM nie powodowala zmian w morfologii obu
analizowanych linii komdrkowych (Ryc. 31G-I, 32G-I), to dendrymer SMT2
w stezeniu 5 UM spowodowal zmiany w ich morfologii (Ryc. 31J, 32]). W obu
liniach zwiekszyl si¢ rozmiar komodrek (Ryc. 31]J, 32]). Ponadto, zaobserwowano
dezorganizacje cytoszkieletu oraz pojawienie si¢ dodatkowych wypustek
cytoplazmatycznych (Ryc. 31], 32]). Co wiecej podobnie jak w przypadku
dendrymeru SMT1 stosowanego w wyzszych stezeniach, po dodaniu do obu linii
komérkowych 5 puM dendrymeru SMT2 zauwazono niewielka kondensacje
chromatyny (Ryc. 31]J, 32J).
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mHippoE-18

25 pym

Ryc. 31. Zmiany morfologiczne w komorkach linii mHippoE-18 po 24 godz.
inkubacji z dendrymerami SMT1 i SMT2. Zdjecia wykonano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego. Komorki wybarwiono DAPI (niebieska fluorescencja)
oraz falloidyng Texas Red-X (czerwona fluorescencja). A — kontrola; SMT1:
B-01uM, C-05uM, D-1puM, E-5puM, F - 10 uM; SMT2: G - 0,1 uM,
H-0,5uM,I-1uM, J-5puM. Skala =25 um.
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Ryc. 32. Zmiany morfologiczne w komdrkach linii N2a po 24 godz. inkubacji
z dendrymerami SMT1 i SMT2. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego. Komdrki wybarwiono DAPI (niebieska fluorescencja) oraz
falloidyna Texas Red-X (czerwona fluorescencja). A — kontrola; SMT1: B - 0,1 uM,
cC-05uyM,D-1uM, E-5puM, F - 10 uM; SMT2: G - 0,1 uM, H - 0,5 uM,
I[-1uM,]J-5uM. Skala =25 pm.
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8.2.6. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych
8.2.6.1. Podwdjne barwienie oranz akrydyny/bromek etydyny (AO/EB)

Opisane powyzej zmiany zywotnosci oraz w mitochondrialnym potencjale
btonowym, jak réwniez zmiany morfologiczne po 24 godzinnej inkubagji
z dendrymerami SMT1 w stezeniu 5 uM, mogly by¢ zwiazane z indukcja
apoptozy w komorkach neuroblastomy (N2a). Dlatego tez, zdecydowano
si¢ na analize podwdjnie wybarwionych (AO/EB) komorek linii N2a oraz
mHippoE-18 poddanych inkubacji z dendrymerami SMT1 oraz SMT2 w stezeniu
5 uM. Analiza probek potwierdzita wysoka toksycznos¢ dendrymerow
generacji drugiej oraz ujawnila silne zmiany morfologiczne dla obu linii
komodrkowych (Ryc. 33). Wybarwione komdrki obserwowano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8. Dane zebrane z konfokalnych obrazéw
wybarwionych komorek pozwolily na okreslenie frakcii komoérek zywych,
nekrotycznych oraz apoptotycznych (Tabela 6). Dla kazdej prébki analizowano,

co najmniej 250 komorek (50 komorek z 5 pdl widzenia).

Kontrola

mHippoE-18

Ryc. 33. Zdjecia komorek linii mHippoE-18 i N2a po 24 godz. inkubacji
z dendrymerami SMT1 i SMT2 w stezeniu 5 uM. Zdjecia wykonano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego. Komorki wybarwiono oranzem akrydyny (zielona
fluorescencja) oraz bromkiem etydyny (czerwona fluorescencja). Zywe komorki —
morfologicznie prawidtowe z zielonym jadrem; komorki apoptotyczne — posiadaja
zielone jadro ze skondensowana lub pofragmentowana czerwona chromatyna;

komorki nekrotyczne — morfologicznie prawidlowe z czerwonym jadrem.
Skala =10 pM.
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Uzyskane wyniki wykazaly, ze 5 uM stezenie dendrymerow SMT1
powodowato istotny statystycznie niewielki wzrost (do 16,6%) frakcji komdrek
apoptotycznych linii N2a w pordéwnaniu z komorkami kontrolnymi oraz
mHippoE-18. Doprowadzito to do zmniejszenia frakcji komorek zywych N2a
(do 83%). Inkubacja komdrek przez 24 godziny z dendrymerem SMT2 przyczynita
sie¢ do znacznego zwigkszenia frakcji komodrek apoptotycznych, jednoczesnie
zmniejszajac frakcje komorek zywych linii N2a (do 28,6%) oraz mHippoE-18
(do 49,8%).

Tabela 6. Okreslenie frakcji komodrek apoptotycznych i nekrotycznych
w komorkach linii mHippoE-18 oraz N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami
SMT1 i SMT2 w stezeniu 5uM. Analiza zostala przeprowadzona
z wykorzystaniem podwdjnego barwienia — oranz akrydyny (AO)/bromek
etydyny (EB). Otrzymane wyniki przedstawiono jako srednia + odchylenie
standardowe. Kazde powtdrzenie skiadalo sie¢ z co najmniej 250 zliczonych
komorek. n =3 * p <005 1/| - istotny statystycznie wzrost/spadek
w poréwnaniu do kontroli; # — istotne statystycznie réznice pomiedzy komdrkami
linii N2a i mHippoE-18.

mHippoE-18
Komorki Kontrola SMT1 SMT2
Zywe 98,5+0,9 95,89 +2,7 49,8 + 6,3%|
Nekrotyczne 04+09 054+1,2 2,6+77
Apoptotyczne 1,1+0,9 3,58 +1,9 47,6 £9,9%1
N2a

Komorki Kontrola SMT1 SMT2
Zywe 98,4+1,2 83,0 £7,9%%| 28,6 £ 1,6%#|
Nekrotyczne 02+04 0,3+0,8 1,6 +3,1
Apoptotyczne 1,4+1,2 16,6 + 4,4*#1 69,9 +13,4*1
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8.2.6.2. Podwdéjne barwienie aneksyna V/jodek propidyny (PI)

Aby potwierdzi¢ uzyskane wczesniej wyniki dotyczace wielkosci frakcji
komorek apoptotycznych oraz nekrotycznych, po inkubacji z dendrymerami SMT,
wykonano analize cytometryczna komorek linii N2a oraz mHippoE-18
wybarwionych aneksyna V i jodkiem propidyny (Ryc. 34, 35). Analiza komodrek
poddanych podwojnemu barwieniu (Ann-V/PI) wykazata, Zze po inkubagji
komorek linii N2a z dendrymerami SMT w stezeniu 5 pM, frakca zywych
komorek zmniejszyla sie z 97,7% dla kontroli do 61,6% i 16,1%, odpowiednio dla
pierwszej i drugiej generacji dendrymeru. Jednoczes$nie populacja komorek
apoptotycznych wzrosta z 0,9% dla kontroli do 23,3% (SMT1) i 69,3% (SMT2).
Inkubacja komoérek mHippoE-18 2z dendrymerami SMT1 doprowadzila
do lekkiego spadku (do 77,2%) populacji komorek zZywych oraz niewielkiego
wzrostu frakcji komoérek apoptotycznych (do 10,4%). Wptyw dendrymerow SMT2
na komorki hipokampa byt podobny do ich wpltywu na komérki N2a. Frakcja
komorek zywych i apoptotycznych ulegla drastycznej zmianie w poréwnaniu
do kontroli. Ilos¢ zywych komorek zmniejszylta sie¢ do 18,9%, a frakcja komdrek
apoptotycznych wzrosta do 64,6% (Tabela 7). Obie metody z wykorzystaniem
podwdjnego barwienia wskazuja na znaczny wzrost frakcji komorek
apoptotycznych w obu liniach po inkubacji z dendrymerem SMT2, a rdznice

w wartosciach moga by¢ spowodowane réznicami w stosowanych metodach.

1A 18) 10)

3.97% 0.91% 7.45% 6.99% {12.57% 70.95%

@ | o

121%| 8§ _|16.12%
T T T T T T BNl : T
10° 10° 10" 10° 10? 10° 10t 10° ?

Ryc. 34. Przyktadowe wykresy kropkowe komorek linii mHippoE-18 po 24 godz.
inkubacji z dendrymerami SMT1 oraz SMT2 w stezeniu 5 uM. Analiza
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem metody z aneksyng V i jodkiem
propidyny (PI) za pomoca cytometru przeptywowego. A — kontrola, B — komorki
po inkubacji z SMT1, C — komorki po inkubacji z SMT2.
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Ryc. 35. Przykladowe wykresy kropkowe komorek linii N2a po 24 godz.
inkubacji z dendrymerami SMT1 oraz SMT2 w stezeniu 5 uM. Analiza
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem metody z aneksyna V i jodkiem
propidyny (PI) za pomoca cytometru przeptywowego. A — kontrola, B — komorki

po inkubacji z SMT1, C — komorki po inkubacji z SMT2.

Tabela 7. Okreslenie frakcji
w komorkach linii mHippoE-18 oraz N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami
SMT1 i SMT2 w
z wykorzystaniem metody z aneksyna V i jodkiem propidyny (PI) za pomoca

przeplywowego.
$rednia + odchylenie standardowe. n = 3; * p < 0,05; 1/]- istotny statystycznie

komorek apoptotycznych i nekrotycznych

stezeniu 5 pM. Analiza zostala przeprowadzona

cytometru Otrzymane  wyniki  przedstawiono jako

wzrost/spadek w poréwnaniu do kontroli; # — istotne statystycznie rdznice

pomiedzy komoérkami linii N2a i mHippoE-18.

mHippoE-18
Komorki Kontrola SMT1 SMT2
Zywe 94,1+ 1,0 77,7 +5,8%| 18,9 +3,2%|
Nekrotyczne |4,0+0,8 12,5+5,1*1 16,5 +4,0*1
Apoptotyczne | 2,0+ 0,7 10,4 £1,0*1 64,6 + 8,1*1
N2a
Komorki Kontrola SMT1 SMT2
Zywe 97,7+1,0 61,6 +5,1*#] 16,1 +4,2*%|
Nekrotyczne |1,4+0,5 15,1 +1,5*¢ 14,6 + 1,4*1
Apoptotyczne | 0,9 +0,2 23,3 £5,8*#1 69,3 + 6,0*1
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8.2.7. Ultrastruktura komodrek N2a

Analize mikroskopowa TEM przeprowadzono w celu oceny zmian
ultrastrukturalnych w komorkach N2a pod wplywem dendrymeréw SMT1
i SMT2. Nietraktowane komorki kontrolne posiadaty prawidiowa ultrastrukture,
liczne mikrokosmki (Mi), retikulum endoplazmatyczne (ER) i mitochondria (M)
w cytoplazmie (Ryc. 36A-C) oraz rownomiernie rozlozong chromatyne
w jadrze (N) (Ryc. 36A). Ultrastruktura komodrek inkubowanych z dendrymerami
SMT1 (5 uM) zostata nieznacznie zmieniona (Ryc. 36D). W komdrkach pojawity
si¢ struktury wielopecherzykowe (MVB) (Ryc. 36D, E). Ponadto, inkubacja
komorek linii N2a z dendrymerami generacji pierwszej spowodowata utworzenie
lizosomoéw wtdérnych (SL) z widocznym granularnym elektronowogestym
materialem (Ryc. 36E*). Dodatkowo matrix mitochondrialna byta rozrzedzona
(Ryc. 36E, G).

Natomiast ultrastruktura komdérek inkubowanych w obecnos$ci SMT2 zostata
znaczaco zmieniona (Ryc. 37A, B). W jadrach komdrkowych zaobserwowano
marginalizacje i kondensacje chromatyny, oddzielenie i rozwarstwienie otoczki
jadrowej od chromatyny. Dodatkowo, w komodrkach pojawity sie liczne struktury
wielopecherzykowe i lamelarne oraz liczne wtérne lizosomy (Ryc. 37A). Ponadto,
mitochondria byly spuchnigete i posiadaly zdezorganizowane grzebienie
mitochondrialne (Ryc. 37A, B).

Dodatkowo, prawdopodobnie obserwowano proces endocytozy dla komodrek
inkubowanych zaréwno pierwsza jak i druga generacja dendrymerow SMT
(Ryc. 36F, 37B). Jednakze istniala znaczaca rdéznica w iloSci poddawanych
endocytozie dendrymeréw w zaleznosci od ich generacji. Na podstawie zdjec¢
mozna przypuszczaé, ze dendrymery SMT1 byly pobierane jako pojedyncze
nanoczastki (Ryc. 36F*), podczas gdy dendrymery SMT2 byty pobierane w postaci
duzych agregatéw (Ryc. 37B*).
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Ryc. 36. Ultrastruktura komdrek N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami
SMT1. A, B, C - kontrola; D, E, F, G — dendrymer SMT1 w stezeniu 5 uM. N - jadro,
Nu - jaderko, M - mitochondria, MVB - wielopecherzykowe ciatka, GA - aparat
Golgiego, ER - retikulum endoplazmatyczne, Mi - mikrokosmki, SL - wtdrne
lizosomy, * - ziarnisty material elektronowo gesty.
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SMT2

Ryc. 37. Ultrastruktura komoérek N2a po 24 godz. inkubacji z dendrymerami SMT2
w stezeniu 5 uM (A, B). N - jadro, M - mitochondria, MVB - wielopecherzykowe
cialka, LB - ciatka lamellarne, 1 - oddzielenie blaszki jadrowej od chromatyny,
* - ziarnisty materiat elektronowo gesty.
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8.3. Dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe jako nanonosniki
siRNA

Ze wzgledu na fakt, iz rodzina Bcl-2 obejmuje zaréwno geny odpowiedzialne
za $mier¢ komorek, takie jak bax, bcl-xS, bad, bak i bik, jak i te, ktore pelnia
funkcje ochronna, takie jak bcl-2, bcl-xL i mcl-1, a antyapoptotyczni cztonkowie
tej rodziny czesto ulegaja nadekspresji w ludzkich nowotworach (w tym
w biataczkach i chloniakach) i moga posredniczy¢ w opornosci na chemioterapie
oraz promieniowanie, to wlasnie sposrod tej rodziny zdecydowano si¢ wybrac
sekwencje docelowe dla antyapoptotycznego siRNA. Stad wybrano trzy rodzaje
siRNA tj. siBcl-2, siBcl-xl oraz siMcl-1, ktérych zadaniem bylo selektywne
wyciszenie gendéw, a w konsekwencji indukcja apoptozy (Merry i Korsmeyer,
1997; Akar i wsp., 2008; Takahashi i wsp., 2013; Dzmitruk i wsp., 2015 ).

W celu okreslenia czy dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe
moga by¢ potencjalnymi nosnikami dla antyapoptotycznego siRNA, w pierwszym
etapie zastosowano szereg metod biofizycznych w celu analizy tworzenia
komplekséw pomiedzy dendrymerami SMT a siRNA.

Ze wzgledu na fakt, iz wszystkie z wybranych siRNA posiadaja
sekwencje skladajacq si¢ z 21 par zasad oraz ten sam tadunek, a otrzymane
eksperymentalnie wyniki nie wykazaly istotnych statystycznie rdznic,
zdecydowano si¢ na przedstawienie wynikow dotyczacych tylko jednego siRNA
dla kazdej z metod biofizycznych.

Do oceny wplywu dendryplekséw zloZzonych z antyapoptotycznego siRNA
oraz SMT na komorki wybrano linie komodrek ludzkiej ostrej biataczki
promielocytowej — HL-60.

Dane literaturowe wskazuja na nadekspresje Bcl-2 w komorkach
macierzystych biataczki, a takze na przedtuzenie Zzycia u myszy z ostra biataczka
szpikowa w przypadku inhibicji Bcl-2. Dodatkowo, komorki HL-60
wykorzystywane byly jako model do oceny zdolnosci dendrymerdéw
do portu genow, w tym siRNA (Creixell i Peppas, 2012; Dzmitruk i wsp., 2015;
Lagadinou i wsp., 2013). Wydaje sie zatem, ze komorki te moga stanowic idealny
model do oceny dendrymerow hybrydowych SMT jako nosnikéw siRNA.

Aby sprawdzi¢, czy badany ukiad dendrymer/antyapoptotyczne siRNA
nie jest toksyczny dla komorek prawidtowych, wykorzystano jednojadrzaste

komorki krwi obwodowej (PBMC) wyizolowane z krwi.
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8.3.1. Potencjal zeta

Pomiar potencjalu zeta wykorzystano w celu oceny fadunku
powierzchniowego kompleksow oraz oddzialywan zachodzacych pomiedzy
dendrymerami a siRNA. W przypadku potencjalu zeta przedstawione wyniki
dotycza siBcl-xl. Stezenie siBcl-xI stosowane do pomiaréw bylto utrzymywane
na stalym poziomie 0,5 uM, podczas gdy dendrymery karbokrzemowo-
wiologenowo-fosforowe dodawano w rosnacych stezeniach, do stosunku
molowego 12:1 (SMT:siRNA). siBcl-x] wykazywatl ujemna wartos¢ potencjatu zeta
rowng -29,2 + 4,7 mV. Dendrymery hybrydowe obu generacji zmienily wartos¢
potencjalu zeta siBcl-xI z ujemnej na dodatnia. Dla SMT1 wartos¢ ta wzrosta
do 18,2 + 3,5 mV, podczas gdy dla SMT2 do 15,2 + 1,2 mV dla stosunku molowego
12:1 (Ryc. 38). Analiza potencjalu zeta w funkcji stosunku molowego
dendrymer/siRNA, pozwolita okresli¢ ile czasteczek dendrymeru moze sie
zwiaza¢ z siRNA. Liczba czasteczek dendrymeru generacji pierwszej
przypadajacych na jedna czasteczke siRNA wynosita 5,5 (SMT1:siBcl-xl),
natomiast dla SMT2 wyniosta 4,4.

e SMT1/Bcl-xl
e SMT2/Bcl-xl
40-
20 3
[ ]
6 8 10 12

Stosunek molowy SMT/Bcl-xI|

Potencjat zeta [mV]

-60-
Ryc. 38. Zmiany potencjatu zeta siRNA (siBcl-xI) (C = 0,5 uM) pod wpltywem

dendrymeréw SMT1 i SMT2. Dane przedstawione jako $rednia + odchylenie

standardowe. n > 3.
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8.3.2. Zmiana struktury drugorzedowej siRNA

W pracy przeprowadzono rowniez badania dotyczace okreslenia zmian
struktury drugorzedowej siRNA (siBcl-2) pod wplywem dendrymerow
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych z zastosowaniem techniki dichroizmu
kotowego. Widma CD rejestrowano w zakresie dtugosci fali A = 200 — 320 nm.
Wyniki przedstawiono na Rycinie 39. Intensywnos$¢ sygnatu malata pod
wplywem dendrymeréw w minimum (A = 212 nm) oraz maksimum (A = 265).
Zmiany eliptycznosci molowej siRNA siBcl-2, obliczone jako iloczyn
maksymalnych wartosci eliptycznosci przy A = 212 nm oraz A = 265 nm
(©212 X O265) zostaly przestawione na Rycinie 40. Zmiany eliptycznosci molowej dla
siBcl-2 zalezaly od stezenia dendrymeréw i wskazywaly na tworzenie
komplekséw pomiedzy siRNA i dendrymerami. Wraz ze wzrostem stezenia
dendrymeréw dochodzito do wzrostu eliptycznosci molowej az do osiagniecia
plateau. Wynika stad, Zze czasteczki dendrymeru SMT1 oraz SMT2 stopniowo
wigza si¢ z siRNA, az do momentu wysycenia czasteczki siRNA (osiggniecia
plateau) w stosunku molowym 6:1 (SMT1:siRNA) i 3:1 (SMT2:siRNA) (Ryc. 40).
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Ryc. 39. Widma CD siBcl-2 (C = 1 uM) w obecnosci dendrymeru SMT1 (A) oraz

dendrymeru SMT2 (B) w rosnacym stosunku molowym. n > 3.
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Ryc. 40. Zaleznos¢ eliptycznosci molowej siBcl-2 (C = 1 upM) obliczonej
jako iloczyn maksymalnych wartosci eliptycznosci przy A = 212 nm

i A= 265nm od stosunku molowego SMT/siBcl-2. Wyniki przedstawione
jako srednia + odchylenie standardowe. n > 3.
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8.3.3. Elektroforeza zelowa

Analiza tworzenia komplekséw SMT/siRNA mozliwa byta dzigeki wizualizacji
elektroforegraméw siRNA znakowanego fluoresceing bez i w obecnosci
dendrymeréw SMT generacji pierwszej i drugiej. Elektroforegramy siBcl-2
skompleksowanego z dendrymerami SMT1 oraz SMT2 zostaly przedstawione
na Rycinie 41. Dendrypleksy zostaly przygotowane zgodnie z procedura opisana
w rozdziale 7.2.6.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dendrymer SMT1 jest zdolny utworzy¢
kompleks z siRNA w stosunku 5:1 (SMT1:siRNA), podczas gdy SMT2 w stosunku
molowym 3:1 (SMT2:siRNA). Wynika to ze stopniowego wygaszenia fluorescencji
pochodzacej od nieskompleksowanego siRNA. Dendrymery tworzac kompleksy
z siRNA powoduja zmniejszenie si¢ ilosci nieskompleksowanego siRNA,

az do pelnego wysycenia, a wigc rowniez catkowitego wygaszenia fluorescencji.

SMT1/siRNA SMT2/siRNA
=) - 1
o ® ¥ o = = o £ vl el el e el el o
e« N M & 10 6 N X e« & M & 0 & N
® »

Ryc. 41. Analiza tworzenia komplekséw dendrymer/siRNA. Dendrymery
skompleksowano z siRNA (siBcl-2) znakowanym fluoresceing. Kompleksy
analizowano z wykorzystaniem elektroforezy na 3% zZelu agarozowym. Pierwsza

Sciezka pokazuje migracje nieskompleksowanego siRNA.
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Dysocjacja dendryplekséw z uwolnieniem kwasoéw nukleinowych moze
zachodzi¢ albo spontanicznie podczas pecznienia dendrymeru (Shakya i wsp.,
2016), albo poprzez konkurencyjne wigzanie z polianionami, w tym m.in.
heparyna (Szewczyk i wsp., 2012). W celu oceny, czy siRNA moze zostac
uwolnione z kompleksow z dendrymerami SMT przeprowadzono analize
z wykorzystaniem heparyny oraz elektroforezy zelowej. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze zarowno w przypadku dendrymerdéw generacji pierwszej jak

i drugiej, dodanie heparyny powoduje uwolnienie siRNA z kompleksu (Ryc. 42).

SMT1 SMT2

SiRNA + | - + + + + o+
Heparyna — | 4+ | + |- + [ = +
Dendrymer — | — | = | + + | + +

Ryc. 42. Uwalnianie siRNA (siBcl-2) z dendryplekséow przez dodanie heparyny.
Pierwsza $ciezka pokazuje migracje nieskompleksowanego siRNA. Druga Sciezka
to migracja heparyny. Trzecia $ciezka pokazuje migracje siRNA w obecnosci
heparyny (0,164 mg/ml). Kolejne sciezki to migracja siRNA z powodu
jej uwolnienia z komplekséw po dodaniu heparyny w stezeniu 0,164 mg/ml.

Dodatkowo, aby sprawdzié, czy dendrymery hybrydowe SMT wykazujq
rowniez efekt ochronny w stosunku do siRNA, przed degradacja przez
RNaze, zostala zastosowana ta sama technika. Elektroforeza w 3% zelu
agarozowym znakowanego fluoresceing siBcl-2 wykazata, ze nieskompleksowane
siRNA zostato calkowicie strawione w obecnosci RNazy A (Ryc. 43, druga
Sciezka). Aby sprawdzi¢, czy dendrymery posiadaja zdolnos¢ ochrony

siRNA przed degradacja, dendrypleksy inkubowano w obecnosci RNazy A.
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Po inkubacji z RNaza A, dodawano heparyne w celu uwolnienia siRNA
z kompleksu i nakladano na zel agarozowy. Wizualizacja elektroforegramdw
wykazala, Ze inkubacja dendrypleksow z RNaza A nie prowadzi do catkowitej

degradacji siRNA (Ryc. 43, czwarta Sciezka).

siRNA <A A
Dendrymer — — — #+
RNaza A S
Heparyna = = &

SMT1

SMT2

Ryc. 43. Ocena wlasciwosci ochronnych dendrymerow SMT przed dziataniem
RNazy A w stosunku do siRNA (siBcl-2). Goérny panel — SMTI1, dolny
panel — SMT2. Sciezka pierwsza — migracja nieskompleksowanego siRNA. Sciezka
druga - migracja siRNA wczesniej inkubowanego z RNaza A. Trzecia
Sciezka — migracja siRNA uprzednio inkubowanego z RNaza A w obecnosci
heparyny (0,164 mg/ml). Czwarta S$ciezka — migracja siRNA uwolnionego
z dendryplekséw inkubowanych w obecnosci RNazy A.
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8.3.4. Wizualizacja kompleksow dendrymerow SMT z siRNA

Kolejnym etapem badania oddzialywan dendrymerow karbokrzemowo-
wiologenowo-fosforowych z siRNA byla ocena zmian zachodzacych
w strukturze dendrymeréw oraz kompleksow utworzonych pomiedzy
dendrymerami i siRNA. Oceny dokonano z wykorzystaniem transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM). Jako, ze wyniki uprzednio dokonanej analizy
nie wskazywaly na istotne statystycznie rdznice w sposobie oddziatywania
dendrymeréw generacji pierwszej i drugiej z siBcl-2, siBcl-xl oraz siMcl-1,
na Ryc. 44 przedstawiono jedynie zdjecia dendrypleksow utworzonych z siMcl-1.

Na fotografii z transmisyjnego mikroskopu elektronowego obrazujacej siMcl-1
zaobserwowano fibrylarna strukture charakterystyczng dla siRNA (Ryc. 44A).
Dendrymer SMT1 widoczny byt jako posklejane globularne struktury o wielkosci
okoto 10 nm (Ryc. 44B), natomiast dendrymer SMT2 przybierat nieregularne
formy o wielkosci do 40 nm (Ryc. 44D).

Z kolei po 30 min inkubacji siRNA i dendrymeréw obserwowano agregaty
o wielkosci okoto 100 nm dla dendrypleksow tworzonych przez SMT1 (Ryc. 44C).
i 400 nm dla dendryplekséw tworzonych przez SMT2 (Ryc. 44E).

Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, iz doszto do utworzenia
kompleksow  pomiedzy = dendrymerami  karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowymi SMT, a siRNA.
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siRNA

SMT1 SMT2

dendrymer

dendrymer + siRNA

Ryc. 44. Zdjecia z transmisyjnego mikroskopu elektronowego siMcl-1 (A),
dendrymeréw SMT1 oraz SMT2 (B, D) oraz dendrypleksow SMT/siMcl-1 (C, E).
Skala =100 nm.
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8.3.5. Cytotoksycznos$¢ dendrypleksow wobec komorek zawiesinowych

Kolejnym etapem, po analizie tworzenia dendryplekséw pomiedzy
dendrymerami SMT, a siRNA, byta ocena ich cytotoksycznosci w stosunku
do komorek linii HL-60 oraz do komorek PBMC. Cytotoksycznos¢ zostata
oceniona po 24 godzinnej inkubacji z dendrypleksami z wykorzystaniem testu
Alamar Blue (Ryc. 45).

Standardowy test cytotoksycznosci Alamar Blue wykazal, Ze inkubacja
z dendrymerami SMT w najwyzszym stosowanym stezeniu (1 uM) nie powoduje
zadnych istotnych statystycznie zmian w zZywotnosci komdrek PBMC (Ryc. 45A).
Natomiast w przypadku linii HL-60, zauwazalny byl istotny statystycznie,
niewielki spadek zywotnosci komoérek do 85% w przypadku dendrymeru SMT1
oraz do 75% w przypadku dendrymeru SMT2. Tak wigc, mozna przyjaé,
ze dendrymery SMT w wuzytym do eksperymentu stezeniu (1 pM)
nie sg cytotoksyczne w stosunku do komorek linii HL-60 oraz komdrek PBMC.
Ponadto, potwierdzono, Zze dendrypleksy ztozone z dendrymeréw SMT oraz
sekwencji ,scrambled” (Scr) nie wykazuja cytotoksycznosci w stosunku
do komorek linii HL-60. Jednakze, istotny statystycznie niewielki spadek
zywotnosci do 83% dla kompleksu SMT2/Scr zanotowano dla komoérek PBMC.

W  przypadku kompleksow  dendrymerow SMT z  aktywnymi,
antyapoptotycznymi siRNA (siBcl-2, siBcl-xl, siMcl-1) oraz z ich mieszaning
(ang. ,cocktail”) nie zauwazono istotnie statystycznego spadku zywotnosci
komoérek PBMC po 24 godzinnej inkubacji (Ryc. 45A.). Natomiast dla linii
komorek ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej (HL-60) zanotowano istotny
statystycznie spadek w przypadku wszystkich wariantéw aktywnych
dendryplekséw. Najwyzszy spadek zywotnosci, w pordéwnaniu do kontroli,
obserwowano dla kompleksow: SMT1/siBcl-xI (do 64%), SMT1/Cocktail (do 66%)
oraz dla SMT2/Cocktail (do 65%) (Ryc. 45B).
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Ryc. 45. Zywotnoé¢ komérek PBMC (A) oraz HL-60 (B) po 24 godzinnej inkubagji
z dendrymerami SMT1 i SMT2 (C = 1 uM) oraz dendrypleksami SMT/siRNA
(Csirna = 100 nM) w stosunku molowym 10:1, okreslona za pomoca testu Alamar
Blue (n=6, * p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, kontrola = 100%).
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8.3.6. Internalizacja dendrypleks6w wyznakowanych fluoresceina do komdrek

W  kolejnym etapie, po ocenie tworzenia si¢ kompleksow oraz
cytotoksycznosci, badano stopien wnikania dendrypleksow w czasie 3 i 24 godz.
do komérek HL-60 (Ryc. 46). Nieskompleksowane, wyznakowane fluoresceing
siRNA nie wnika do komdrki, co zostalo eksperymentalnie potwierdzone.
Ze wzgledu na najwyzsza cytotoksycznos¢, do oceny stopnia wnikania, wybrano
kompleks SMT/siBcl-x] w stosunku molowym 10:1 (Csmur = 1 uM, Csirna =100 nM).
W przypadku dendrypleksow z SMT1 po 3 godz. zostala zaobserwowana
internalizacja na poziomie okolo 35%, jednakze wartos¢ ta spadia do zaledwie
5% po uplywie 24 godzin. Przeciwng tendencj¢ zaobserwowano dla
dendryplekséw z SMT2, gdzie po 3 godz. internalizacja byla na poziomie
17% i byla nizsza niz po 24 godz. (25%). Jednakze, stopien internalizacji
dla kompleksow zlozonych z SMT2 byl ponizej poziomu osiagnietego
przez SMT1/siBcl-x1.

100 Bl SMT1/Bclx«
1 B SMT2/Bcl-xl

% internalizacji

O
) "l,b‘

AN

Ryc. 46. Cytometryczna analiza stopnia internalizacji dendryplekséw
w  komorkach HL-60 w czasie 3 i 24 godz. Znakowany fluoresceing
siBcl-xl zostal skompleksowany z SMT1 lub SMT2 w stosunku molowym 10:1
(Csmr = 1 uM, Csirna = 100 nM). Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie

standardowe. n = 3.
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8.3.7. Analiza morfologiczna oraz wizualizacja wyznakowanych fluoresceing

dendrypleks6w w komorkach zawiesinowych

Aby potwierdzi¢ wyniki uzyskane z wykorzystaniem techniki cytometrii
przeptywowej, dokonano analizy morfologii oraz internalizacji dendrypleksow
do komorek HL-60 za pomoca mikroskopu konfokalnego. Po 3 i 24 godzinnej
inkubacji z dendrypleksami SMT1/siBcl-xl (Csmr = 1uM, Cskna = 100 nM)
zaobserwowano siRNA we wnetrzu komérek HL-60 (Ryc. 47B, C). Ponadto,
po 24 godzinach inkubaci z kompleksami SMT1/siBcl-xI zaobserwowano
pojawienie si¢ ciatek apoptotycznych (Ryc. 47C*). Dane uzyskane dla SMT2/Bcl-xl
nie wskazuja na obecnos¢ zmian apoptotycznych w komdrkach HL-60, mozemy

jednak zaobserwowac internalizacje siRNA (Ryc. 47D, E).

SMT1 SMT2

3h

24h

Ryc. 47. Morfologia komérek HL-60 po 3 i 24 godzinach inkubacji
z dendrypleksami SMT/siBcl-xl znakowanym fluoresceing (zielona fluorescencja),
w stosunku molowym 10:1 (Csmr = 1 uM, Csirna = 100 nM). Zdjecia wykonano
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Komorki wybarwiono DAPI (niebieska
fluorescencja) oraz falloidyna Texas Red-X (czerwona fluorescencja).
Skala = 10 uM. A — kontrola; B — SMT1/siBcl-xl1 3h; C — SMT1/siBcl-x1 24h;
D — SMT2/siBcl-xI 3h; E — SMT2/siBcl-xI 24h. 1 — znakowane fluoresceing
dendrypleksy zlokalizowane wewnatrz komorki, * — ciatka apoptotyczne.
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8.3.8. Okreslenie frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych
metoda podwdjnego barwienia aneksyna V/jodek propidyny

Ocena cytotoksycznosci za pomoca testu Alamar Blue sugerowata, Ze niektore
sposrod wykorzystanych dendrypleksow, po 24 godzinach inkubacji, powoduja
spadek zywotnosci komorek HL-60. Analiza z wykorzystaniem cytometru
przeplywowego podwdjnie barwionych komdrek (aneksyna V/jodkiem
propidyny) potwierdzita wyniki testu AB tylko dla komplekséw, w ktérych
sktad wchodzity dendrymery hybrydowe generacji pierwszej (SMT1). Kompleksy
z dendrymerami karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowymi drugiej generacji
(SMT2) nie powodowaly istotnego statystycznie spadku zywotnosci komodrek
poza SMT2/Cocktail. Dendrypleksy utworzone z mieszaniny aktywnego siRNA
powodowaty spadek frakcji zywych komoérek do okoto 48%, przy jednoczesnym
wzroscie frakcji apoptotycznej do 40%. Istotny statystycznie spadek frakcji
komoérek zywych odnotowano réwniez dla wszystkich dendryplekséw
w przypadku dendrymeru SMTI1. Jednakze, najwigkszy spadek uzyskano
w przypadku SMT1/siBcl-xl (do 67%) oraz SMT1/Cocktail (62%). Jednoczesnie,
w przypadku tych kompleksow, zauwazono istotny statystycznie wzrost frakgji
komorek apoptotycznych (SMT1/siBcl-x1 — 33%; SMT1/Cocktail — 37%) (Tabela 8).
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Ryc. 34. Przykladowe wykresy kropkowe komorek linii HL-60 po 24 godz.

inkubacji z dendrymerami SMT1 oraz dendrypleksami SMT/siBcl-xI w stosunku

molowym 10:1 (Csur = 1 uM, Gsirna = 100 nM). Analiza zostata przeprowadzona

z wykorzystaniem metody =z

aneksyng V

jodkiem propidyny (PI)

za pomoca cytometru przeplywowego. A — kontrola, B — komérki po inkubacji
z SMT1, C — komdrki po inkubacji z SMT1/Bcl-xl, D — komorki po inkubacji
z SMT2/siBcl-x1.
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Tabela 8. Okreslenie
w komorkach linii HL-60 po 24 godz. inkubacji z dendrymerami SMT1 oraz
SMT2, a takze z dendrypleksami SMT/siRNA w stosunku molowym 10:1

(Csvr =1 uM, Gsirna= 100 nM). Analiza zostata przeprowadzona z wykorzystaniem

frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych

metody z aneksyng V i jodkiem propidyny (PI) za pomoca cytometru
przeptywowego. Otrzymane wyniki przedstawiono jako srednia + odchylenie
standardowe. n = 3; *p < 0,05 1/| - istotny statystycznie wzrost/spadek
w poréwnaniu do kontroli.

Komorki Kontrola SMT1 SMT2
Zywe 95,4 + 4,0 88,4+1,9 88,6 +3,7
Nekrotyczne 0,1+0,5 0,1+0,1 1,9+0,3
Apoptotyczne 46+4,3 11,5+ 2,01* 10,1 £4,91*

Komorki SMT1/Bcl-xI ~ SMT1/Bcl-2 SMT1/Mcl-1 SMT1/Cocktail

Zywe 67,7 £5,1]* 79,7 +9,3]* 81,4+22|* 62,3+52]*

Nekrotyczne 0,3+0,0 0,16 +0,1 04+0,0 02+0,0

Apoptotyczne 32,6 +4,31* 20,1+7,31* 18,2 £2,01* 37,6 +2,51*
Komorki SMT2/Bcl-xI =~ SMT2/Bcl-2 SMT2/Mcl-1 SMT2/Cocktail

Zywe 88,0+1,9]* 87,0+6,8 91,0+ 6,2 483+2,3]*

Nekrotyczne 1,7+0,2 1,7+0,3 1,7+0,2 12,0 £1,01*

Apoptotyczne 10,0 +2,91* 11,3 +8,11* 72+7,1 39,6 +£2,81*
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9. Dyskusja

9.1. Oddzialywania dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych

z wybranymi bialkami enzymatycznymi

Zastosowanie medyczne nanoczastek scisle zalezy od ich wtasciwosci oraz od
ich potencjalnej toksycznosci. Okreslenie rozmiaru, ksztaltu, rodzaju grup
powierzchniowych, fadunku oraz innych parametréw fizycznych i chemicznych
jest rownie wazne jak zrozumienie oddzialywan, jakie zachodza miedzy
nanosystemami, a gidwnymi ukladami molekularnymi i biochemicznymi
organizmu. Nalezy podkresli¢, Ze zastosowanie nanoczastek w medycynie
zwiazane jest takze z ich oddzialywaniem z ptynami biologicznymi, a wiec
rowniez z wystepujacymi w ich skladzie biatkami. Warto zwrdci¢ uwage na fakt,
ze surowica w swoim skladzie zawiera co najmniej 2392 (Adkins i wsp., 2002;
Shen i wsp., 2005), a ptyn moézgowo rdzeniowy 2630 roznych biatek (Schutzer
i wsp., 2010). Stad wydaje sig¢, ze okreslenie oddzialywan nanoczastek,
w tym konkretnym przypadku dendrymeréw, z réznymi typami biatek, powinno
by¢ pierwszym etapem oceny ich wlasciwosci biologicznych.

Tego typu oddzialywania kationowych, anionowych oraz neutralnych
dendrymeréw PAMAM na $winska pepsyne zostaly opisane przez Ciotkowskiego
i wsp., (2013). Wasiak i wsp., (2015) wykazali wptyw kationowych dendrymeréw
zawierajacych fosfor na acetylocholinoesteraze. Natomiast Milowska i wsp., (2011,
2012, 2013, 2015) sklasyfikowali rdézne typy dendrymerow kationowych
na podstawie ich oddziatywania z a-synukleina.

W pierwszej czeSci  niniejszej pracy  przedstawiono = wyniki
zwigzane z oddzialywaniem dwodch generacji dendrymerow karbokrzemowo-
wiologenowo-fosforowych (SMT) z wybranymi biatkami enzymatycznymi,
tj. fosfatazg alkaliczng, dehydrogenaza L-mleczanowa oraz aminotransferaza
asparaginianowa.

Biatka te zostaly wybrane ze wzgledu na fakt, iz sa one katalizatorami
dla szeregu reakcji metabolicznych oraz uczestnicza w wielu procesach
metabolicznych niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu.

Fosfataza alkaliczna (AP) nalezy do grupy hydrolaz i odpowiada
za defosforylacje szeregu czasteczek, w srodowisku zasadowym. Enzym

ten powszechnie wystepuje u wielu zyjacych gatunkow, w tym u czlowieka.
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Fosfataza alkaliczna u dorostych ludzi czesciowo pochodzi z watroby (frakcja
termostabilna), czeSciowo z kosci i uktadu naczyniowego (frakcja termolabilna).
Poziomy APL w surowicy sa stosowane, jako markery diagnostyczne przy
chorobach takich jak np.: osteomalacja, biataczka, chtoniak, czy choroba Wilsona
(Coleman, 1992; Sharma i wsp., 2014, Szwed i wsp., 2016).

Dehydrogenaza L-mleczanowa (LDH) to tetrameryczny enzym zlozony
z dwdch podjednostek M i H, kodowanych przez geny LDHA i LDHB. Polaczenie
dwodch podjednostek daje pie¢ izoform, ktore sa specyficznie rozmieszczone
w tkankach (Mirebeau-Prunier i wsp., 2013; Szwed i wsp., 2016). Dehydrogenaza
L-mleczanowa katalizuje odwracalna przemiane pirogronianu w mleczan,
z utlenieniem NADH do NAD*. Wzrost poziomu LDH wystepuje w chorobach
zwigzanych z martwica tkanek, jak rowniez w fazie ostrej wirusowego zapalenia
watroby. LDH jest enzymem zwiazanym z blong biologiczna, a jego uwalnianie
do srodowiska zewnatrzkomorkowego nastepuje, gdy komorki zwigzane
ze stanem zapalnym sa uszkodzone. Ze wzgledu na te wtasciwosé, LDH stosuje
si¢ jako wskaznik stanu zapalnego w infekcjach takich jak: bakteryjne zapalenie
opon mézgowych, ropniak, czy zapalenie stawow. Wysoka aktywnos¢ LDH moze
wskazywac¢ na wzrost rozmiaru guza oraz na zle dalsze rokowania (Shahriari
i wsp., 2013; Szwed i wsp., 2016; Ede i wsp., 2017).

Aminotransferaza asparaginianowa (AST) jest enzymem nalezacym do klasy
transferaz. Enzym ten katalizuje odwracalna reakcje przenoszenia grupy
aminowej z asparaginianu na ketoglutaran. AST wystepuje w dwoch formach:
cytozolowej i mitochondrialnej. AST jest homodimerem wystepujacym gtownie
w watrobie i migéniu sercowym, nie jest natomiast wydzielana bezposrednio
do krwioobiegu. Tak wiec, wzrost jej poziomu w osoczu jest wynikiem
uszkodzenia miocytow serca lub komodrek watroby (Szwed i wsp. 2016).

Kazdy z trzech enzymdéw wybranych do analizy charakteryzuje si¢ inng
pozycja centrum aktywnego, inna elastycznoscia struktury oraz rézna funkcja
w organizmie. Stad ich oddziatywania z dendrymerami moga si¢ r6znic¢ (Ryc. 49).

Po pierwsze, ,, korona dendrymerowa” nie ma wplywu na biatka o strukturze
sztywnej, posiadajace centrum aktywne gleboko wewnatrz czasteczki.
Odnosnie struktury drugorzedowej enzymdw, wszystkie oddzialywania zachodza

na powierzchni biatka i nie maja wptywu na aktywnos¢ enzymu.
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Po drugie, , korona dendrymerowa” wplywa na strukture elastycznych biatek
bez zmiany ich aktywnos$ci enzymatycznej, pod warunkiem, ze miejsce aktywne
jest zlokalizowane gleboko wewnatrz czasteczki.

Po trzecie, ,korona dendrymerowa” zmienia zaréwno strukture, jak
i aktywnos¢ enzymatyczng elastycznych biatek, posiadajacych centrum aktywne

zlokalizowane na powierzchni (Shcharbin i wsp., 2015).

1 ) Struktura sztywna,
centrum aktywne zlokalizowane gieboko wewnatrz czasteczki

Brak zmian w:

3"% - strukturze,
o - konfromacji,
_ - aktywnosci enzymu.

2) Struktura elastyczna,
centrum aktywne zlokalizowane gieboko wewnatrz czasteczki lub
daleko od "miejsca wigzania" dendrymerow

Zmiany w:
- strukturze,

- konformacji.
Nie odpowiadajg zmianom
w aktywnosci enzymu.

3) Struktura elastyczna,
centrum aktywne na powierzchni

Zmiany w:
- struktrurze,

- konformaciji,
- aktywnosci enzymu.

Ryc. 49. Schematyczne przedstawienie oddziatywan dendrymer-biatko
w zalezno$ci od elastycznosci struktury biatka oraz miejsca polozenia jego
centrum aktywnego (Shcharbin i wsp., 2015).
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Sposrod wybranych biatek AST i AP sa dimerami, podczas gdy LDH jest
enzymem tetramerycznym. AP pochodzaca z E. coli jest dimerycznym,
nieglikozylowanym enzymem hydrolazowym odpowiedzialnym za usuwanie
grup fosforanowych z wielu rodzajow czasteczek, w tym nukleotyddw, biatek
i alkaloidow (Coleman, 1992). AP charakteryzuje si¢ stabilna, sztywna struktura
oraz centrum aktywnym zlokalizowanym gleboko (11A) wewnatrz czasteczki.
W porownaniu do AP wystepujacej u E. coli, ludzkie fosfatazy sa bardziej
aktywne, jednakze zdecydowanie mniej stabilne (Coleman 1992; Millan 2006;
Shcharbin i wsp., 2015).

W odrdéznieniu do AP i AST, LDH jest enzymem tetramerycznym ztozonym
z roznych kombinacji dwdéch podjednostek — H i M (Hayashi i wsp., 1990). Enzym
ten charakteryzuje si¢ zlokalizowanym gleboko wewnatrz czasteczki centrum
aktywnym (10°A), jednakze w przeciwienistwie do AP posiada strukture
elastyczna. Kolejng charakterystyczna cecha LDH jest obecnos¢ w jego strukturze
petli ruchomej (reszty aminokwasowe 95-105) (Pineda i wsp., 2007; Qiu i wsp.,
2007; Shcharbin i wsp., 2015).

Podobnie do LDH, aminotransferaza asparaginianowa (AST) posiada
stosunkowo elastyczng strukture, jednakze centrum aktywne biatka
zlokalizowane jest powierzchniowo, a jego konformacja w obecnosci substratu jest
zamknieta (Kirsch i wsp., 1984; Shcharbin i wsp., 2015).

Wyniki otrzymane dla dendrymeréw hybrydowych SMT zdaja
si¢ potwierdza¢ te roznice w strukturach wybranych biatek enzymatycznych.
Jednakze, wyniki otrzymane w tych samych warunkach dla dwoch dendrymerow
karbokrzemowych (CBD-CS posiadajacych galezie zbudowane 2z wigzan
wegiel-krzem; CDB-OS posiadajacych galezie zbudowane z wigzan tlen-krzem),
przedstawione w pracy Szwed i wsp., (2016), sa niejednoznaczne.

Analiza zmian potencjalu zeta w funkqgi stosunku molowego
dendrymer/biatko pozwolita okresli¢ ile czasteczek dendrymeru moze zwigzac
si¢ z wybranym biatkiem enzymatycznym. Na podstawie tej analizy wyliczono,
ze liczba dendrymeréw wchodzacych w oddziatywania z czasteczka biatka byta
zalezna od natury biatek, a takze od rodzaju i generacji dendrymeru (Tabela 3).

Badajac zmiany natezenia fluorescencji, w tym przypadku tryptofanu,
mozna wnioskowa¢ o oddzialywaniu dendrymer-biatko. Wyniki otrzymane
z pomiaréw spektrofluorymetrycznych wskazuja, ze dendrymery SMT obu

generacji silnie gasza fluorescencje tryptofanu w biatkach AP, AST oraz LDH.
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Jednakze, wplyw dendrymeréw byl rozny w zaleznosci od rodzaju biatka.
Dendrymery SMT obu generacji gasily fluorescencje fosfatazy alkalicznej
w stosunku molowym 25:1. Spadek fluorescengji tryptofanu do przyjetego
poziomu ponizej 20%  wartosci poczatkowej w  przypadku AST
zachodzito w stosunku molowym: SMT1:AST — 10:1, SMT2:AST - 5:1, a dla LDH:
SMT:LDH - 10:1. Ten nieznacznie stabszy efekt w przypadku fosfatazy alkalicznej
moze wynikac ze sztywnosci jej struktury. W przeciwienstwie do dendrymeréow
SMT, dendrymery karbokrzemowe powodowaly gaszenie fluorescencji ponizej
70% jedynie dla LDH w stosunku molowym 50:1 (Szwed i wsp., 2016).

Pomiary fluorescencji wskazuja, ze dendrymery moga wplywac na reszty
tryptofanu (Trp) znajdujace si¢ w miejscach dostepnych dla dendrymerdéw, czyli
tych blisko powierzchni biatka lub tez reszt Trp znajdujacych w miejscach
sasiadujacych z miejscem oddzialywania dendrymerow. Ponadto zaleznos¢ F/Fo
w funkgji stezenia wygaszacza jest linia prostg tylko wtedy, gdy w jednorodnym
ukladzie fluoroforé6w zachodzi wylacznie gaszenie dynamiczne. Jednakze
w przypadku bialek mamy do czynienia z obecnoscia kilku reszt tryptofanowych,
a wiec wiecej niz jednego fluoroforu. Stad w przypadku badanych biatek
w obecnosci dendrymeréw SMT wykresy zaleznosci F/Fo od stosunku molowego
SMT/Biatko nie jest liniq prosta, a gaszenie zachodzi prawdopodobnie zaréwno
na drodze gaszenia dynamicznego jak i statycznego (Lakowicz, 2006).

Wyniki otrzymane metoda spektofluorymetryczng zostaly potwierdzone
przez pomiary CD. Badanie zmian struktury drugorzedowej biatek
enzymatycznych metoda dichroizmu kolowego wykazato, Ze dendrymery
hybrydowe obu generacji istotnie wptywaja na strukture wszystkich trzech biatek.
Jednakze, wptyw dendrymeréw SMT na strukture drugorzedowa AP byl mniejszy
w pordéwnaniu z AST i LDH. Ponadto, zaobserwowano wigksze zmiany struktury
drugorzedowej pod wplywem dendrymeréw generacji pierwszej niz drugiej
(Ryec. 23, 24, 25).

Wyniki otrzymane przez Shcharbina i wsp., (2015) dotyczace dendrymerdéw
PAMAM generacji trzeciej i czwartej oraz przez Ionova i wsp. (2016)
dla kationowych dendrymerow fosforowych (CPD) generacji trzeciej i czwartej,
nieznacznie réznia si¢ od wynikow otrzymanych dla dendrymeréw

hybrydowych.
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Wplyw dendrymeréw SMT na fluorescencje reszt Trp biatek AST i LDH
byl wigkszy niz dendrymeréw PAMAM, jednak =zblizony do kationowych
dendrymerdéw fosforowych (CPD). Natomiast dendrymery karbokrzemowe gasity
fluorescencj¢ w mniejszym stopniu niz dendrymery PAMAM oraz dendrymery
fosforowe (Shcharbin i wsp., 2015; Szwed i wsp., 2016; Ionov i wsp., 2016).

Dzigki wynikom powyzszych eksperymentdw, mozna uszeregowac
dendrymery w kolejnosci w zaleznosci od ich wplywu na strukture AP.
Bialko to ma najnizsza reaktywnos¢ ze wzgledu na sztywnos¢ struktury.
Liczba czasteczek dendrymerdw, ktora byla potrzebna do wywotania istotnych
statystycznie zmian w strukturze AP, rosnaco, przedstawia sie nastepujaco:
CBD-0OS/CBD-CS, PAMAM G3/PAMAM G4, SMT2, SMT1, CPD G4/CPD G3.

Zaréwno pomiar potencjatu zeta, jak i obrazowanie TEM potwierdzito
tworzenie sie¢ komplekséw dendrymeréow SMT z biatkami. R6znice w morfologii
kompleksow pomiedzy dendrymerami SMT (Ryc. 26) oraz dendrymerami
karbokrzemowymi (TEM - biatka + dendrymery karbokrzemowe, Ryc. 9, Szwed
i wsp., 2016) widoczne sa na =zdjeciach z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Elektronogramy kompleksow zlozonych z dendrymerdéw
SMT1 =z biatkami wykazuja podobienistwo do kompleksow utworzonych
z wykorzystaniem dendrymerow CPD G4 (Ionov i wsp., 2016). Natomiast
kompleksy z CBD-CS swoja morfologia sa zblizone do komplekséw z PAMAM G4
(Shcharbin i wsp., 2015; Szwed i wsp., 2016).

Nalezy podkresli¢, ze nie tylko wlasciwosci oraz struktura biatek beda
mialy znaczenie w kontekscie tworzenia kompleksow z dendrymerami.
Na charakter kompleksow wptywac bedzie tez struktura i tadunek dendrymerdéw.

W  przypadku dendrymerow  hybrydowych SMT1 oraz SMT2,
sztywna wewnetrzna struktura posiada dodatni tadunek, pochodzacy
od czwartorzegdowych grup wiologenowych (+12). Natomiast elastycznos¢
czasteczki dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych
jest zwiazana z grupami powierzchniowymi i rosnie wraz z generacja
dendrymeru (fadunek powierzchniowy +12 dla SMT1 i +24 dla SMT2).
W przeciwienstwie do dendrymeréw hybrydowych, dendrymery karbokrzemowe
posiadaja tylko tadunek na swojej powierzchni (+16), a cala ich struktura

jest elastyczna (Szwed i wsp., 2016).
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Poniewaz oddzialywania pomiedzy biatkami i dendrymerami sa gltownie
elektrostatyczne, im wigkszy fadunek dodatni na powierzchni dendrymeru,
tym wyzsza powinna by¢ efektywnos¢ tworzenia kompleksu z posiadajacymi
negatywny tadunek biatkami. Jednakze, okazalo si¢, Ze nie ma bezposredniego
zwigzku pomiedzy oddziatywaniami dendrymeru z biatkiem, a jego fadunkiem
powierzchniowym. Nie mozna jednak zaprzeczy¢, ze fadunek jest czynnikiem
waznym. Jednakze, elastycznos¢ struktury nanoczastki jest rowniez istotna
(Tomalia i wsp., 2012; Nowacka i wsp., 2016).

Bardziej elastyczne nanosystemy moga umozliwia¢ lepsza regulacje
oddzialywan z biatkami. Moze by¢ zatem potrzebna mniejsza liczba czasteczek
dendrymeru do wigzania pojedynczej czasteczki niz wynika to z pomiarow
potencjatu zeta. Analiza wynikow otrzymanych z wykorzystaniem roéznych
technik wskazuje na istnienie silnych oddzialywan pomiedzy wybranymi
biatkami enzymatycznymi, a dendrymerami hybrydowymi. Moze to wynikac
z obecnosci duzej liczby tadunkow dodatnich, w tym tych obecnych wewnatrz
czasteczki dendrymeru. Jednakze, wplyw hybrydowych dendrymerdéw
na struktury biatlek AP, AST i LDH jest porownywalny lub nawet nieznacznie
nizszy dla dendrymeru generacji drugiej - SMT2. W przypadku wyzszych
generacji dendrymerdw, rdzen oraz galezie staja si¢ coraz bardziej ostoniete przed
otoczeniem, poprzez zwigkszenie gestosci powierzchniowej. W zwigzku z tym,
zmniejsza¢ si¢ bedzie dostepno$é¢ wewnetrznych ladunkéw dodatnich. Taka
sytuacja moze mie¢ miejsce w przypadku oddzialywan z dendrymerem SMT2.

Podsumowujac, dodatnio natadowane dendrymery hybrydowe moga
oddziatywac¢ z ujemnie naladowanymi biatkami, tworzac kompleksy (Ryc. 50).
Przestrzenna struktura dendrymeru jest réwnie wazna, jak struktura biatka
w procesie tworzenia kompleksow.

Wyniki otrzymane w tej czeSci pracy sa istotne w kontekscie analizy
wlasciwosci  dendrymeréw SMT oraz ich ewentualnego zastosowania

w medycynie.
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dendrymer

AP+SMT1

Ryc. 50. Schematyczne podsumowanie tworzenia komplekséw pomiedzy

biatkami enzymatycznymi, a dendrymerami SMT.
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9.2. Wplyw dendrymeréw hybrydowych na mysie komérki nerwowe linii
N2a i mHippoE-18

W poprzednim etapie pracy szczegOlnie podkreslano, ze zastosowanie
nanoczastek w medycynie zwigzane jest takze z ich oddziatywaniami z ptynami
biologicznymi, a wiec rowniez z wystepujacymi w ich skladzie biatkami.
Nanostruktury, w tym dendrymery, pojawiajace si¢ w plynach biologicznych
wywotuja zlozone reakcje biologiczne i natychmiast sa pokrywane biatkami,
tworzac tak zwana ,korone biatkowa” (Cedervall i wsp., 2007). Dendrymery
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe, bedace przedmiotem tej pracy, zostaty
juz poddane ocenie w kontekscie ich oddzialywan z biatkami enzymatycznymi,
a takze pod wzgledem ich cytotoksycznosci w stosunku do linii komorek
chomika chinskiego B14 (Moreno i wsp., 2015; Szwed i wsp., 2016; Shcharbin
i wsp., 2017Db).

W celu okreslenia wptywu dwdch generacji dendrymeréw hybrydowych
SMT na komorki nerwowe, na podstawie analizy wybranych parametrow
odpowiedzi komorkowej, wybrano dwie mysie linie komorek: komorki nerwiaka
plodowego (neuroblastoma) N2a oraz embrionalne komorki hipokampalne
mHippoE-18. Linia komoérkowa N2a stanowita model do badania potencjalnych
efektéw toksycznych akumulacji nanoczastek tlenku miedzi w mdzgu,
jak i do badania neurotoksycznosci, czy choroby Alzheimera (Provost, 2010;
Salto i wsp., 2015). Ponadto, byla ona réwniez wykorzystywana jako
model w badaniach dotyczacych ochronnego dziatania dendrymeréw
w infekcjach prionowych oraz toksycznosci zwiazanej z powstawaniem
-amyloidu. Mysigq lini¢ nienowotworowa immortalizowang stanowily
embrionalne komorki hipokampalne mHippoE-18. Linia ta stanowi odpowiedni
model do opracowywania $rodkéw terapeutycznych, ukierunkowanych
na choroby i zaburzenia osrodkowego ukladu nerwowego. Co wazne, badania
z wykorzystaniem linii komodrkowej mHippoE-18 wydaja sie szczegdlnie
atrakcyjne z punktu widzenia mozliwosci zastosowania dendrymerow jako lekow
przeciw-amyloidowych, poniewaz uszkodzenie hipokampu jest zwigzane
zarowno z choroba Alzheimera, jak i choroba Parkinsona (Lazniewska i wsp.,
2013a; Lazniewska i wsp., 2013b).
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Celem tego etapu pracy bylo sprawdzenie, czy dendrymery
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe (SMT) generacji pierwszej i drugiej
moga by¢ potencjalnymi nosnikami lekéw lub lekami per se, w zaburzeniach
zwiazanych z OUN.

Stopien cytotoksycznosci dendrymeréw hybrydowych wobec mysich linii
komorek nerwowych (N2a oraz mHippoE-18) zostat okreslony na podstawie
analizy wybranych parametrow odpowiedzi komdrkowej, w tym: aktywnosci
dehydrogenaz mitochondrialnych (test MTT), generowania reaktywnych form
tlenu (sonda H:DCFDA), zmian w potencjale blony mitochondrialnej (sonda JC-1),
zmian morfologicznych (barwienie DAPI i falloidyna Texas Red-X) oraz frakgji
komorek apoptotycznych i martwych (podwojne barwienie Ann-V/PIi OA/BE).

Komorki hodowano w obecnosci ptodowej surowicy bydlecej (FBS). Zarros
i wsp., (2015) zasugerowali, ze eksperymenty na linii komdrkowej mHippoE-18
hodowanej bez FBS sa lepszym sposobem oceny neurotoksycznosci.
Rzeczywiscie, FBS wplywa na biodostepnos¢ dendrymeru, a takze stymuluje
proliferacje komorek. Dlatego tez, zdecydowano si¢ zmniejszy¢ ilos¢ FBS
z poczatkowych 10% do 5%. W zwigzku z wykorzystaniem dwodch linii
komorkowych, z ktdérych tylko jedna powinna reprezentowac nieproliferacyjna
populacje neuronow (mHippoE-18), nie zdecydowano si¢ na catkowite wylaczenie
ptodowej surowicy bydlecej z medium hodowlanego, a jedynie na zmniejszenie jej
iloéci o potowe. Navya i Daima (2016) wykazali réwniez, ze nowosyntetyzowane
oraz projektowane nanoczastki, zgodnie z ich dynamicznymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi i powierzchniowymi, moga wchodzi¢ w szereg oddziatywan
z jednostkami biologicznymi. Tak wigc, wydaje sie, ze procesy zachodzace
in vivo sa tak zlozone i wielowymiarowe, Ze nie ma potrzeby upraszczania
ich w badaniach in wvitro, poprzez catkowite wylaczenie FBS z medium
hodowlanego. Ponadto, Janaszewska i wsp., (2015) w swojej pracy wykazali,
ze catkowite wylaczenie FBS z medium hodowlanego przed inkubacja komdrek
mHippoE-18 z modyfikowanymi dendrymerami PAMAM, nie powodowalo
istotnych statystycznie réznic, w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych
z uzyciem FBS.

Pierwszym etapem analizy byl pomiar cytotoksycznosci dendrymerow
SMT1 i SMT2 w stosunku do wybranych mysich linii komérkowych. W pracy
Moreno i wsp., (2015) zostaly juz opublikowane wyniki z cytotoksycznosci

dendrymeréw SMT w stosunku do fibroblastow chomika chinskiego
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(linia komorek B14). Komorki linii B14 wykazywaty wigksza wrazliwos¢
na dendrymery SMT2, a wigc pierwsza generacja dendrymerow SMT1 byla mniej
toksyczna dla komdrek B14. Wartos¢ CC50 dla B14 po 24 godzinach inkubacji
z dendrymerami SMT1 > 10 uM, podczas gdy dla SMT2 =~ 1 uM (Moreno i wsp.,
2015). W przypadku mysich komorek nerwowych, dendrymer SMT2 powodowat
istotny statystycznie, zalezny od stezenia, spadek ich Zywotnosci zaréwno
w stosunku do linii N2a (CC50 = 3,0 uM), jak i mHippoE-18 (CC50 = 3,5 uM).
Natomiast dendrymer SMT1 w najwyzszym uzytym stezeniu (10 pM),
po 24 godzinnej inkubacji, byl tylko nieznacznie toksyczny dla obu linii.
Interesujacy wydaje sie fakt, ze wydluzenie czasu inkubacji dla dendrymeru SMT1
do 48 godzin, spowodowalo zalezny od stezenia wzrost toksycznosci tych
dendrymerdéw tylko w stosunku do linii nowotworowej N2a. Réznica pomiedzy
toksycznoscig po 24 a 48 godzinach inkubacji z SMT1 w stezeniach 5 uM i 10 uM,
dla komdrek N2a byta statystycznie istotna, a CC50 = 14,3 puM. Natomiast
nie zaobserwowano takiego efektu dla linii komérkowej mHippoE-18.

Wedtug danych literaturowych, istnieje silna korelacja pomiedzy
toksycznoscia, a wewnatrzkomdérkowa produkcja RFT Naha i wsp., 2010;
(Mukherjee i Byrne 2013; Khalid i wsp., 2016). Taka zaleznos¢ stwierdzono
w przypadku dendrymerow PAMAM oraz kationowych dendrymeréow
fosforowych (CPD), ktére to powodowaly wzrost wewnatrzkomdrkowych RFT,
ktorego konsekwencja byl istotny spadek zywotnosci komoérek N2a (Lazniewska
i wsp., 2013b).

W przeciwienstwie do dendrymeréw CPD, dendrymery wiologenowo-
fosforowe (VPD) nie powodowaly silnej odpowiedzi komdrkowej i tylko
w niewielkim stopniu indukowaly proces apoptozy. Co ciekawe, inkubacja
komoérek mHippoE-18 z VPD doprowadzita do niewielkiego spadku poziomu
RFT w poréwnaniu z komdrkami nietraktowanymi, co korelowato z nieznacznie
zwiekszona aktywnoscia katalazy. Wynik ten wskazuje, ze VPD moga posrednio
obnizy¢ poziom RFT w komdrkach (Lazniewska i wsp., 2013c).

Natomiast dendrymery karbokrzemowe nie powodujq istotnych
statystycznie zmian w wewnatrzkomorkowym poziomie RFT w komdrkach
mHippoE-18 (Milowska i wsp., 2015).

Dane literaturowe wskazuja, ze w przypadku dendrymeréow PAMAM,
wzrost RFT jest dwufazowy. Pierwsza faza wzrostu jest przypisywana

aktywnemu wychwytowi dendrymerow PAMAM przez klatrynozalezna
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endocytoze (Kitchens i wsp., 2008; Khalid i wsp., 2016). Druga faza zwiazana jest
z uszkodzeniem mitochondriéw, w ktorych to lokalizuja si¢ dendrymery PAMAM
(Naha i wsp., 2010; Khalid i wsp., 2016).

Wyniki otrzymane z wykorzystaniem dendrymerow karbokrzemowo-
wiologenowo-fosforowych wskazuja, ze dendrymery SMT1 i SMT2, w zakresie
stezen 0,1 -10 uM (SMT1) oraz 0,1 -1 pM (SMT2), po 24 godzinnej inkubagji,
nie powoduja istotnych statystycznie zmian w poziomie reaktywnych form tlenu,
zarbwno w komodrkach N2a, jak i mHippoE-18. Jedynie dendrymer SMT?2,
w stezeniu 5 uM, w przypadku komodrek mHippoE-18 powodowat niewielki,
istotny statystycznie spadek w poziome RFT do okoto 80% w porownaniu
do kontroli nietraktowanej. Wizualizacja komodrek N2a i mHippoE-18
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego potwierdzita wyniki uzyskane
za pomoca czytnika mikroptytek (Ryc. 29).

Po otrzymaniu wynikéw z uzyciem sondy H:DCFDA dotyczacych zmian
w poziome reaktywnych form tlenu w komoérkach pod wptywem dendrymerow
SMT, nie spodziewano si¢ istotnych zmian w blonowym potencjale
mitochondrialnych. Uzyskane wyniki potwierdzily nasze przypuszczenia
w przypadku dendrymeru SMT2 dla linii N2a oraz mHippoE-18, a takze
dla dendrymeru SMT1 w stosunku do linii mHippoE-18. Jednakze,
po 24 godzinnej inkubacji z SMT1 wystapilo zalezne od stezenia zwigkszenie
potencjalu blonowego mitochondriow w komodrkach neuroblastomy N2a.
Jak  juz  wspomniano, dendrymery karbokrzemowe nie wplywaja
na mitochondria (Milowska i wsp., 2015). Jednakze, dendrymery VPD zaburzaty
Ym w komorkach mHipppoE-18, podczas gdy aktywnos¢ mitochondrialna
pozostala niezmieniona lub nieznacznie spadla w przypadku komodrek N2a
(Lazniewska i wsp., 2013c).

Zmiany - zwykle spadek potencjalu btonowego mitochondrium Wm,
czyli depolaryzacja — wydaja sie¢ by¢ zwiazane z uszkodzeniem mitochondriow,
ktére prowadzi do sSmierci komdrki. Wspomniana wczesniej depolaryzacja
btony mitochondrialnej, jako przyczyna Smierci komodrki na drodze
apoptozy, pojawia sie w literaturze czeSciej, jednakze, nie mozna tutaj
pomina¢ efektu hiperpolaryzacji btony mitochondrialnej, ktéry tez wiaze
sie¢ z zaburzeniami mitochondriéw oraz $miercia komorki (Sanchez-Alcazar

i wsp., 2000; Giovannini i wsp., 2002;).
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Analiza wynikéw dotyczacych wplywu dendrymeréw SMT na wybrane
parametry odpowiedzi komoérkowej dwdch mysich linii komdérkowych wykazata,
ze dendrymery SMT1 w stezeniu 5 pM nie wplywaja na komoérki mHippoE-18,
przy jednoczesnym generowaniu zmian w komdrkach N2a. Dendrymer SMT2
wykazywat znaczng toksycznos¢ w stosunku do obu linii komdrkowych, przy
jednoczesnym braku wplywu na ilos¢ RFT, generowanych w komoérkach oraz Wm
po 24 godz. inkubacji. Dlatego tez, zdecydowano si¢ na oceng¢ poziomu
reaktywnych form tlenu, blonowego potencjalu mitochondrialnego oraz
zywotnosci komodrek mHippoE-18 (Tabela 4) i N2a (Tabela 5) pod wptywem
dendrymeru SMT1 w stezeniu 5 uM w czasie 0,548 godzin. Komodrki N2a
po 30 min inkubacji z dendrymerem SMT1, wykazywaly znaczacy wzrost RFT
(do okoto 120%) i AWm (do okoto 170%). W punkcie koncowym, czyli
po 48 godzinach inkubacji, zaobserwowano znaczny spadek obu parametréw
do ~ 80% wartosci kontrolnej. Wyniki te odpowiadaja wynikom otrzymanym
z pomiardéw cytotoksycznosci, a wiec utracie zywotnosci komoérek N2a az do 58%
po 48 godz. inkubacji. W przypadku komorek mHippoE-18 nie zaobserwowano
znaczacych zmian w czasie dla wybranych parametrow.

Na podstawie powyzszych informacji mozna wysuna¢ wniosek,
iz dendrymer generacji pierwszej (SMT1) posiada potencjal, aby by¢
dalej analizowanym pod katem jego wykorzystania jako leku, czy tez nosnika
dla leku.

Analiza morfologii komoérek linii mHippoE-18 po 24 godzinnej inkubacji
z dendrymerami SMT1 w zakresie stezen od 0,1 uM do 10 uM, nie wykazata
zmian. W przeciwienstwie do tego, po inkubacji komorek N2a z SMT1
w stezeniach 5 uM i 10 pM, komorki ulegly zwiekszeniu. Ponadto,
zaobserwowano dezorganizacje cytoszkieletu, pojawienie si¢ dodatkowych
wypustek cytoplazmatycznych oraz niewielka kondensacje chromatyny.
Inkubacja  komoérek linii N2a oraz mHippoE-18 2z dendrymerami
SMT2 w stezeniu do 1 puM nie powodowata zmian w morfologii ani
w  przypadku komoérek mHippoE-18, ani w przypadku komdrek N2a.
Natomiast w przypadku dendrymeru SMT2 w stezeniu 5 uM, w obu liniach
zauwazono wzrost wielkosci komorek, dezorganizacje cytoszkieletu, pojawienie
si¢ dodatkowych wypustek cytoplazmatycznych oraz niewielka kondensacje

chromatyny.

122



Dyskusja

Podobnie wyniki wygladaty w przypadku analizy ultrastruktury komorek
N2a przy uzyciu TEM. Ultrastruktura komdrek inkubowanych z dendrymerami
SMT1 (5 uM) zostata nieznacznie zmieniona. W komorkach pojawity sie struktury
wielopecherzykowe, a matrix mitochondrialna byla rozrzedzona. Ponadto,
inkubacja komorek linii N2a z dendrymerami generacji pierwszej spowodowata
utworzenie lizosoméw wtérnych z widocznym granularnym elektronowogestym
materialem, czyli w tym przypadku dendrymerem generacji pierwszej (SMT1).
Natomiast ultrastruktura komoérek inkubowanych z SMT2 zostala znaczaco
zmieniona. W  jadrach komdrkowych zaobserwowano marginalizacje
i kondensacje chromatyny oraz oddzielenie otoczki jadrowej od chromatyny.
Dodatkowo, w komorkach pojawily sie liczne struktury wielopecherzykowe
i lamelarne oraz liczne wtdérne lizosomy, a mitochondria byly spuchniete
i posiadaly zdezorganizowane grzebienie mitochondrialne. Podobny efekt zostat
wczesniej zaobserwowany po inkubacji komérek MCF-7 z kamptotecyna CPT6
(ang. [(campthothecin-20(s)-O-(2-pyrazul-1) acetic ester]) (Chu i wsp., 2014)
i komorek HepG2 PAMAM/apoptyna (Bae i wsp., 2013). Zmiany kondensacji
chromatyny i jej fragmentacja moga by¢ wczesnym objawem apoptozy (Toné
i wsp., 2007; Dasgupta i wsp., 2017) lub bezposredniego oddzialywania
kationowych dendrymeréw hybrydowych z ujemnie natadowanym DNA (Parimi
i wsp., 2010; Lazniewska i wsp., 2013b). Lazniewska i wsp., (2013a,b,c) wykazali,
ze komorki N2a oraz komorki mHippoE-18 eksponowane na dziatanie
dendrymeréw  wiologenowo-fosforowych (VPD) utrzymuja prawidtowq
morfologie, podczas gdy ekspozycja na kationowe dendrymery fosforowe (CPD)
zaburzata morfologie obu linii komdérkowych.

Wyniki powyzej opisanych metod nie wskazuja na rodzaj $mierci
komoérkowej, ktora powoduja dendrymery hybrydowe SMT w przypadku
komorek mHippoE-18 oraz N2a. Dlatego tez, zdecydowano si¢ na okreslenie
frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych z wykorzystaniem dwoch metod
opartych na podwojnym barwieniu. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz metoda oparta
na identyfikacji komodrek apoptotycznych na podstawie stopnia kondensacji
lub fragmentacji chromatyny moze zosta¢ oceniona jako subiektywna.
Dlatego tez, wyniki otrzymane z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
na podstawie probek wybarwionych AO/EB zostaly potwierdzone analizg prébek

wybarwionych Ann-V i PI z wykorzystaniem cytometru przeptywowego.
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Analiza komdrek wybarwionych AO/EB oraz analiza probek wybarwionych
aneksyng-V/PI potwierdzita wyzsza toksycznos¢ dendrymeru generacji drugiej —
SMT2. Otrzymane wyniki pokazuja, ze SMT2 prawdopodobnie aktywuje szlak
apoptotyczny. Poprzednio opisane zmiany w funkcji mitochondriow, zywotnosci
komorek, a takze zmiany w morfologii po inkubacji komdrek N2a z dendrymerem
SMT1 w stezeniu 5 uM sa zgodne z wynikami otrzymanymi metoda podwdjnego
barwienia. Otrzymane wyniki potwierdzaja nieco wyzsza toksycznosc¢
dendrymeru SMT1 w stosunku do komorek N2a niz mHippoE-18, a wielkos¢
frakcji apoptotycznej pozwala wysuna¢ hipoteze¢, ze mechanizm dziatania
dendrymeréw hybrydowych SMT polega na indukcji apoptozy. Hipoteza
ta powinna jednak zostaé potwierdzona.

W przeciwienstwie do VPD, dendrymery hybrydowe posiadaja tadunek
dodatni zaréwno na powierzchni czastki, jak i w jej wnetrzu (Lazniewska i wsp.,
2013a). W przypadku dendrymerow hybrydowych SMT1 oraz SMT2,
sztywna wewnetrzna struktura posiada dodatni tadunek pochodzacy
od czwartorzedowych grup wiologenowych (+12) oraz tadunek powierzchniowy
+12 dla SMT1 i +24 dla SMT2. Natomiast ich elastycznos¢ jest zwigzana z grupami
powierzchniowymi i ro$nie wraz z generacja dendrymeru (Moreno i wsp., 2015;
Szwed i wsp., 2016). W zwiazku z tym, moga one oddziatywac¢ z blonami
plazmatycznymi, co wyjasnia obecnos¢ licznych struktur wielopecherzykowych
i lamelarnych oraz licznych wtornych lizosoméw, a takze zmian w ultrastrukturze
mitochondriow w komorkach poddanych dzialaniu dendrymeréw SMT
(Ryec. 36, 37).

Otrzymane wyniki wskazuja, Ze obie generacje dendrymeréw SMT sa zdolne
do internalizacji komodrek. Wedtug danych literaturowych, dendrymery moga
wchodzi¢ do komorki za posrednictwem klatrynozaleznej endocytozy i/lub
makropinocytozy (Kitchens i wsp., 2008; Albertazzi i wsp., 2010, 2012; Ionov
i wsp., 2012; Bae i wsp., 2013). Solarska-Sciuk i wsp., (2014) wykazali obecno$¢
nanoczastek diamentowych w pecherzykach endocytarnych w liniach
komoérkowych Huvec-ST i A549. Wyniki otrzymane w trakcie wykonywania
tej pracy pokazuja, ze dendrymer SMTI1 jest prawdopodobnie wychwytywany
w procesie endocytozy w postaci pojedynczych nanoczastek. Natomiast czasteczki
dendrymeru SMT2, ktére moga ze soba silnie oddzialywac¢ ze wzgledu
na obecnos¢ wiekszej liczby tadunkow dodatnich, moga wchodzi¢ do komorek

w postaci duzych agregatow prawdopodobnie na drodze makropinocytozy.
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Jednakze, aby szczegotowo okresli¢ mechanizm internalizacji dendrymerow
do komorki, nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe eksperymenty.

Ponadto, obecnos¢ fadunku kationowego na powierzchni dendrymerow,
wplywa na ich zdolnos¢ oddziatywania z anionowymi btonami biologicznymi,
oraz tworzenia w nich , nanootworéw”, co moze prowadzi¢ do $mierci komorki
(Lazniewska i wsp., 2013a). Ultrastruktura komorek N2a inkubowanych
w obecnosci dendrymeru SMT2 zostala znaczaco zmieniona, co wskazuje
na utrate integralnosci btony, a to w konsekwencji moze przyczyniac
sie do zmniejszenia Zywotnosci komorek.

Wigksza toksycznos¢ dendrymeru SMT2 jest prawdopodobnie zwiazana
z obecnoscia wigkszego dodatniego tadunku na powierzchni jego czasteczki
(Moreno i wsp., 2015). Dlatego tez, to nie dendrymer generacji drugiej, a SMT1
wydaje si¢ mie¢ potencjat jako nanonosnik lub lek w zaburzeniach zwiazanych
z OUN. Jednakze, aby dendrymer SMT1 zostal zaakceptowany, jako zwiazek
o niskiej toksycznosci dla komorek nienowotworowych, nalezy przeprowadzi¢
dodatkowe badania. Nalezy rowniez zbadac jego potencjal, jako leku w terapii

nowotworow uktadu nerwowego.
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9.3. Dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe jako nanonosniki
siRNA

W ostatnim czasie duze zainteresowanie wzbudza mozliwos¢ wykorzystania
mechanizmu interferencji RNA jako potencjalnego narzedzia w terapii genowej
(Dulak, 2009). Doniesienia literaturowe pozwalaja sadzi¢, iz terapia genowa moze
by¢ obiecujacym rozwiazaniem w terapii nowotworow, ze wzgledu na potaczenie
wysokiej skutecznosci oraz minimalizacje skutkow ubocznych. W celu
selektywnego wyciszania genéw maly interferujacy RNA (siRNA) musi by¢
dostarczony do komorki w nienaruszonej formie. Brak bezpiecznego
i skutecznego nosnika dostarczajacego geny utrudnia lub nawet uniemozliwia
stosowanie terapii genowej, w tym przypadku opartej na interferencji RNA,
w leczeniu nowotwordw (Zhou i wsp., 2017). Stad uwaga naukowcoéw skupia
sie¢ gldwnie na toksycznosci, skutecznosci i selektywnosci uktadu dostarczania
siRNA (Dzmitruk i wsp., 2015). Udowodniono, ze wektory wirusowe sa wysoce
cytotoksyczne, immunogenne, a takze rakotwdrcze. Dlatego tez, naukowcy
dokladaja wszelkich staran, aby zbadac¢ potencjalne zastosowanie niewirusowych
wektordw genowych, takich jak polimery kationowe, czy czasteczki oparte
na lipidach (Ionov i wsp., 2015; Dzmitruk i wsp., 2015; Zhou i wsp., 2017).

Sposrdd tych niewirusowych wektorow, nosniki oparte na dendrymerach
ciesza si¢ duzym zainteresowaniem, jako potencjalne systemy dostarczania kwasu
nukleinowego. Kilka charakterystycznych wtasciwosci dendrymerow sprawia,
Ze majq one przewage nad innymi polimerami kationowymi.

Po pierwsze, duza gestos¢ tadunku kationowego zapewnia wiele miejsc
wiazania dla czasteczek kwasu nukleinowego. Chen i wsp., (2000) postulowali,
ze duza gesto$¢ tadunkow kationowych w dendrymerach odgrywa wazna role
we wspomaganiu tworzenia kompleksow z czasteczkami DNA. W przypadku
dendrymeréw poliamidoaminowych wyzszych generacji duza wydajnos¢
transferu genéw zwiazana bedzie z trwatoscia kompleksow, jakie tworza one
z DNA. Wlasciwos¢ ta zwiazana jest z obecnoscig na ich powierzchni duzego
dodatniego fadunku, ich sferycznym ksztaltem, a takze posiadaniem srednicy
zblizonej do $rednicy histonow (Klajnert i Przygodzki, 2003).

Po drugie, ochrona kwasu nukleinowego przed nukleaza jest jedna
z gléwnych kwestii zwiazanych 2z efektywnym dostarczaniem kwasu

nukleinowego. Kilka zespolow niezaleznie wykazato, Zze kompleksowanie
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czasteczek kwasu nukleinowego z dendrymerami chroni jego czasteczki przed
degradacja enzymatyczna (Bielinska i wsp., 1996; Bielinska i wsp., 1997; Tang
i Szoka 1997).

Po trzecie, obecno$¢ amin w strukturach dendrymeréw ulatwia endosomalne
uwolnienie czasteczek kwasu nukleinowego poprzez efekt tzw. ,gabki
protonowej” (Behr, 1997, Sonawane i wsp., 2003). Nalezy tu zwrdci¢ uwage
na fakt, iz powierzchnia blony komorkowej, a wigc réwniez endosomu posiada
fadunek ujemny, ktéry wynika z obecno$ci w ich strukturze lipidow,
glikolipidow, czy biatek. Stad, obecnos¢ duzej ilosci tadunkéw dodatnich utatwiac
bedzie oddzialywania dendryplekséw z tymi strukturami. Ponadto, uwaza sig,
ze obecnos¢ drugo- i trzeciorzedowych nieuprotonowanych amin w strukturach
dendrymeru ma wplyw na zdolnos¢ uwalniania kwasu nukleinowego
z kompleksu. Dzieje si¢ tak, gdy aminy wulegaja uprotonowaniu,
co powoduje osmotyczne zwiekszenie objetosci czasteczek. Efekt ten zaklidca
membrane endosomu, ulatwiajac uwalnianie czasteczek kwasu nukleinowego.
Dodatkowo, zdolno$¢ dendrymeréw do buforowania kwasnego Srodowiska
endosomu (pH 5 — 6) prawdopodobnie wplywa pozytywnie na ochrong kwaséw
nukleinowych przed degradacja (Behr, 1997; Sonawane i wsp., 2003; Klajnert
i Przygodzki, 2003; Mendes i wsp., 2017).

Po czwarte, struktura dendrymeréw moze podlega¢ modyfikacjom grupami
funkcyjnymi, co kolejno daje nam mozliwos$¢ dostarczania kwasu nukleinowego
do docelowej lokalizacji.

Te wszystkie, wymienione powyzej cechy wplywaja na fakt, ze dendrymery
sq lepsze od tradycyjnych polimeréw liniowych, pod wzgledem wlasciwosci
biologicznych i chemicznych oraz mozliwosci ich stosowania, jako nosnikéw
dla kwasoéw nukleinowych w terapii genowej nowotworéw (Mendes i wsp., 2017).

W  przypadku procesu transfekcji dendrymerdéw sugerowano wyzsza
wydajnos¢ tego procesu dla dendrymerdéw czesciowo zdegradowanych. Wynika
to z faktu, ze mozliwo$¢ dopasowania czasteczki dendrymeru do DNA, RNA
oraz bialek powierzchniowych komorki jest utrudniona w przypadku
dendrymeréw wyzszych generacji ze wzgledu na duza gestos¢ grup
powierzchniowych. Zdegradowane dendrymery, w ktorych 17 — 33% galezi jest
~przycietych”, wykazuja wigksza elastycznos¢ w warstwach powierzchniowych
i dzieki temu latwiej asocjuja z DNA, czy biatkami zaangazowanymi w proces
endocytozy (Shah i wsp., 2000).
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W tym kontekscie ciekawym rozwigzaniem wydaja si¢ by¢ dendrymery
hybrydowe SMT1 oraz SMT2, posiadajace poza ladunkiem powierzchniowym
rowniez fadunek wewnetrzny. Sztywna wewnetrzna struktura tych
dendrymeréw posiada dodatni fadunek pochodzacy od czwartorzedowych grup
wiologenowych. Natomiast ich elastycznos¢ zwigzana jest z grupami
powierzchniowymi i rosnie wraz z generacja dendrymeru. Wydaje sie wiec,
ze dendrymery SMT powinny tatwiej asocjowac z kwasami nukleinowymi, czy tez
biatkami zaangazowanymi w proces endocytozy.

Terapia genowa w leczeniu nowotworéw ma tak duze znaczenie ze wzgledu
na fakt, iz to wlasnie w przypadku nowotworow, nieprawidlowe wzorce ekspresji
genow zwigzane ze zwigkszong proliferacja, przetrwaniem oraz inwazjq komorek,
prowadza do ich przerostu i powstawania mas nowotworowych. W normalnych
warunkach wszelkie informacje o uszkodzeniu komoérkowego DNA prowadza
do zatrzymania cyklu komorkowego i jesli zakres uszkodzenia przekracza
mozliwosci naprawy, do programowanej $mierci komorki, takiej jak apoptoza.
W zwiazku z tym bardzo wazna jest rownowaga pomiedzy sygnatami pro- i anty-
apoptotycznymi, ktora zapobiega rozwojowi nowotwordéw. Tutaj wazng role
odgrywa rodzina Bcl-2 obejmujaca zarowno geny odpowiedzialne za $mier¢
komorek, takie jak bax, bcl-xS, bad, bak i bik, jak i te, ktore pelnig funkcje
ochronna, takie jak bcl-2, bcl-xL i mcl-1, a antyapoptotyczni cztonkowie tej rodziny
czesto ulegaja nadekspresji w ludzkich nowotworach (w tym w biataczkach
i chloniakach) i moga posredniczy¢ w opornosci na chemioterapie
i promieniowanie. To wlasnie sposrod tej rodziny zdecydowano sie¢ wybrac
sekwencje docelowe dla antyapoptotycznego siRNA, tj. siBcl-2, siBcl-xI oraz
siMcl-1, ktérych zadaniem bylo selektywne wyciszenie gendéw, a w konsekwencji
indukcja apoptozy w komorkach ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej
(HL-60) (Merry i Korsmeyer, 1997; Akar i wsp., 2008; Takahashi i wsp., 2013;
Dzmitruk i wsp., 2015).

Badania na kompleksach zawierajacych antyapoptotyczne siRNA z rodziny
Bcl-2 zostaly juz przeprowadzone z wykorzystaniem dendrymerow PAMAM
generacji trzeciej i czwartej, kationowych dendrymerow fosforowych generacji
trzeciej i czwartej, dendrymeréw karbokrzemowych generacji drugiej — CBD-OS
i CBD-CS oraz dendrymerdéw zawierajacych ruten. Wszystkie wymienione
powyzej grupy dendrymeréw sa w stanie tworzy¢ stabilne kompleksy
z siRNA (Ionov i wsp., 2015; Dzmitruk i wsp., 2015; Michlewska i wsp., 2018).
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Jak wskazuje Dzmitruk i wsp., (2015), wybrane antyapoptotyczne siRNA
(szczegolnie w formie ,,cocktail”) skompleksowane z kationowymi dendrymerami
fosforowymi oraz dendrymerami PAMAM sa internalizowane do komorek
i sa zdolne do indukcji w tych komorkach apoptozy.

Dendrymery SMT podobnie jak PAMAM i fosforowe sa zdolne do tworzenia
kompleksow z wybranymi siRNA, a takze do ich internalizacji do komorek.
Przy czym, wyzszy poziom wchlaniania wykazuja dendrypleksy, w ktérych skiad
wchodzi dendrymer generacji pierwszej SMT1. Dendrymery PAMAM tworzyty
kompleksy z siRNA w stosunku molowym 2:1, kationowe dendrymery fosforowe
w stosunku 3,5:1, dendrymery karbokrzemowe natomiast w stosunku 8:1.
W przypadku hybrydowych dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowych stosunek molowy, w ktérym byly one zdolne tworzy¢ kompleksy
z siRNA, zalezat od ich generagji.

Analiza potencjatu zeta w funkcji stosunku molowego dendrymer/siRNA,
pozwolila okresli¢ liczbe czastek dendrymeru, ktéra moze zwigzac sie z siRNA.
W przypadku SMT1, liczba czasteczek dendrymeru przypadajacych na jedna
czasteczke siRNA wynosita 5,5, natomiast dla dendrymeru SMT2 - 4,4.

Dane uzyskane metoda dichroizmu kolowego wskazuja, ze do utworzenia
kompleksu potrzebnych jest szes¢ czasteczek SMT1 oraz trzy czasteczki SMT2.
Wyniki zostaly dodatkowo potwierdzone z wykorzystaniem elektroforezy
zelowej. Analiza tworzenia komplekséw SMT/siRNA wykazata, Zze dendrymer
SMT1 zdolny jest tworzy¢ kompleksy w stosunku 5:1, podczas gdy SMT2
w stosunku 3:1. Dodatkowo, wizualizacja elektroforegraméw po inkubagji
z RNaza A wykazala, ze nie dochodzi do degradacji siRNA znajdujacego sie
w kompleksie z dendrymerem SMT.

Zdjecia wykonane z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego wskazuja, ze kompleksy utworzone z wykorzystaniem
dendrymeréw SMT, posiadaja rézny ksztalt oraz wielkos¢ w zaleznosci
od generacji dendrymerow.

Tak wiec, analiza tworzenia kompleksow SMT/siRNA wykazata nie tylko,
ze dendrymery SMT sa w stanie tworzy¢ stabilne kompleksy z wybranymi siRNA,
ale takze wykazuja efekt ochronny w stosunku do siRNA, przed degradacja przez
RNaze.
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Poniewaz wykazano, Zze dendrymery sa wysoce wydajnymi nosnikami
kwasow nukleinowych i krotkich oligodeoksynukleotydow, wiele technik
przeniesiono do badania dendrypleksow. Nanoczasteczki te moga przylaczac
jak i enkapsulowac siRNA, a tym samym chronic jego czasteczki przed degradacja
i promowaé¢ wychwyt komorkowy poprzez endocytoze. Preferowane
sq nanoczasteczki o wielkosci zblizonej do 100 nm. Dzieje si¢ tak, poniewaz,
podczas endocytozy klatrynozaleznej wytwarzane sa pecherzyki o srednicy okoto
100 nm. Tego typu endocytoza jest odpowiedzialna za wychwyt wielu
makroczasteczek ze Srodowiska pozakomorkowego. Po internalizacji, kompleks
nosnik/siRNA zostaje uwolniony z endosoméw do cytoplazmy, gdzie dochodzi
do wuwolnienia siRNA =z kompleksu. Wolny siRNA zostaje wigczony
do mechanizmu interferencji RNA, co w konsekwencji prowadzi do wyciszenia
genu docelowego (Albertazzi i wsp., 2010; Shcharbin i wsp., 2010).

Dzigki wnioskom wyciagnietym z analizy tworzenia kompleks6w pomiedzy
SMT i siRNA oraz wykazaniu, ze dendrymery hybrydowe tworza stabilne
kompleksy z siRNA, mozna bylo przejs¢ do kolejnego i zarazem ostatniego etapu
pracy.

W celu okreslenia, czy dendrymery karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe
moga by¢ potencjalnymi nosnikami dla antyapoptotycznego siRNA, jako model
wybrano linie komorek ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej — HL-60.

Linia komdérkowa HL-60 zostala pozyskana od 36-letniej kobiety. Okres$lenie
,promielocytowa” wynika z faktu, iz fenotypowo komorki te przypominajq
stadium promielocytow i mioblastéw, a wiec posiadaja 10 —20% ziarnistosci
dojrzatych granulocytéw, oraz wykazuja aktywnos¢ fagocytarna.

Dane literaturowe wskazuja na nadekspresje Bcl-2 w komodrkach
macierzystych biataczki, a takze na przedtuzenie Zzycia u myszy z ostra bialaczka
szpikowa w przypadku inhibicji Bcl-2. Dodatkowo, komdrki HL-60
wykorzystywane byly jako model do oceny zdolnosci dendrymerdéw
do transportu gendéw, w tym siRNA (Lagadinou i wsp., 2013; Creixell
i Peppas, 2012; Dzmitruk i wsp., 2015). Aby sprawdzi¢, czy badany uklad
dendrymer/antyapoptotyczne siRNA nie jest toksyczny dla komorek
prawidlowych, wykorzystano jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC).

Jak wspomnieli Pai i wsp., (2006), interferencja RNA (RNAi) jest silnym
posttranskrypcyjnym procesem wyciszania gendw, ktory jest bardzo obiecujacy

w dziedzinie terapii nowotwordéw. Interferencia RNA jest mechanizmem
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regulujacym ekspresje kluczowych genow determinujacych los komorek,
za pomoca dwuniciowego RNA (dsRNA). siRNA, a mianowicie krotkie
interferujace RNA, czyli dsRNA o dtugosci 21 - 23 par zasad, jest zdolny
do wyciszania gendéw przez promowanie cigcia mRNA posiadajacych
komplementarne sekwencje (Mello i Conte, 2004; Novina i Sharp, 2004; Pai i wsp.,
2006; Masiero i wsp., 2007; Chitwood i Timmermans, 2010).

Wyniki  otrzymane przez Dzmitruk i wsp. (2015), wskazujq
na wysoka toksycznos¢ jedynie w przypadku mieszaniny antyapoptotycznego
siRNA (tzw. ,cocktail”) w stezeniu 100 nM, po 72 godzinnej inkubagji.
W przypadku dendrypleksow z dendrymerami hybrydowymi, w stosunku
molowym 10:1 (Csur=1 pM, Csikna=100nM) po 24 godz., nie zaobserwowano
ich cytotoksycznosci w stosunku do prawidlowych komérek PBMC. Jednakze,
w  przypadku komorek nowotworowych linii HL-60, zauwazono istotny
statystycznie spadek zywotnosci, nie tylko dla SMT1/Cocktail, ale takze
dendrypleksu SMT1/Bcl-xl.

Wiadomo, Zze antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 odgrywaja wazna role
w apoptotycznej smierci komdrkowej ludzkich nowotworow. Takahashi i wsp.,
(2013), przeprowadzili badania w celu wytyczenia mechanizmu dzialania
antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 na zywotnos¢ komorek raka trzustki
(PaCa). Wykazali oni, ze jednoczesne wyciszenie gendw Bcl-xl i Mcl-1 powoduje
indukcje apoptozy w komorkach PaCa. Efekt ten zwiazany byl z translokacja Bax
z cytosolu do blony mitochondrialnej, uwalnianiem cytochromu c oraz aktywacja
kaspazy (Takahashi i wsp., 2013).

Nalezy zwroci¢ uwage, ze cytotoksyczno$¢ wywotana przez dendrypleksy
zwierajace dendrymery SMT byta mierzona po czasie 24 godzin. Zdecydowano si¢
na wybdr takiej dtugosci inkubacji po ocenie stopnia internalizacji dendryplekséw
w komodrkach HL-60. Co ciekawe, dendrypleksy SMT1/siRNA wykazywaly
wyzszy poziom internalizacji po 3 godzinach (35%) niz po 24 godzinach (5%).
W przypadku kompleksow SMT2/siRNA internalizacja po 3 godzinach (17%) byta
nieznacznie nizsza niz po 24 godzinach (25%). Taki spadek w poziomie
zinternalizowanych komplekséw z SMT1 w czasie moze wynika¢ z faktu,
iz znakowane fluorescencyjne siRNA zostaje w tym czasie uwolnione
z dendrypleksow i wlaczone do mechanizmu interferencji RNA, a wiec powoduje
apoptoze w komodrkach. Wyniki te potwierdzono analiza morfologii komdrek

oraz wizualizacja wyznakowanych dendrypleksow w komorkach HL-60.
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Po 3 i 24 godzinnej inkubagji z dendrypleksami SMT1/siBcl-x] zaobserwowano
siRNA we wnetrzu komorek. Ponadto, po 24 godzinnej inkubacji z tymi
kompleksami zaobserwowano pojawienie si¢ cialek apoptotycznych (Ryc. 47C).
W przeciwienstwie do wynikéw otrzymanych dla SMT1, po inkubagji
z dendrypleksami zawierajgcymi SMT2 nie zauwazono zmian apoptotycznych
w komorkach.

Spadek zywotnosci komorek HL-60 jedynie do okoto 60% w przypadku
inkubacji z toksycznymi dendrypleksami z SMT, w porownaniu do 5% spadku
zywotnosci tych komodrek po inkubacji z dendrypleksami z CPD G4,
moze wynikaé¢ zaréwno z czasu inkubacji (24 do 72 godzin), jak i z faktu,
ze taki poziom toksycznosci uzyskano przy stezeniu siRNA 250 nM (Dzmitruk
i wsp., 2015). Jednakze, jezeli porownamy toksyczno$¢ kompleksow
dendrymer/Cocktail w stezeniu 100 nM (dla siRNA) po 24 godzinnej inkubacji
dla dendrypleksow z SMT1 oraz innych dendryplekséw po 72 godzinnej, to jest
ona istotnie wyzsza (Csrna = 100 nM, 72 godziny inkubacji, Zywotnos¢
komoérek HL-60 w procentach w porownaniu do kontroli przyjetej jako 100%:
PAMAM G3 - 95%; PAMAM G4 - 90%; CPD G3 - 100%; CPD G4 — 85%;
CBD CS - 75%; CBD OS - 80%).

Gléwnym mechanizmem dziatania siRNA (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1) jest indukcja
w komodrkach apoptozy (Kuwana i Newmeyer 2003; Saad i wsp., 2008; Reed 2011;
Kogure i wsp., 2013; Dzmitruk i wsp., 2015). Natomiast dendrymery w swojej
naturze rdzniq si¢ mechanizmem dziatania. Wedlug danych literaturowych
dendrymery karbokrzemowe indukuja apoptoze, dendrymery PAMAM -
apoptoze oraz autofagie, natomiast dendrymery fosforowe — nekroze (Bermejo
i wsp., 2007; Mukherjee i Byrne 2013; Lazniewska i wsp., 2013b; Wang i wsp., 2014;
Wrobel i wsp., 2014).

Z wynikéw otrzymanych w tej pracy wynika, ze dendrymery SMT, podobnie
jak dendrymery karbokrzemowe, indukuja glownie apoptoze. Moze wynikaé

to z faktu, iz w swojej strukturze dendrymery SMT zawieraja grupy
karbokrzemowe.

Wyniki otrzymane przez Dzmitruk i wsp. (2015) sugeruja, ze indukowanie
kilku mechanizmdéw $mierci komorki jednoczesnie jest bardziej skuteczne
w leczeniu nowotwordéw. Najstabszy efekt byl widoczny w przypadku
dendryplekséw siRNA z dendrymerami karbokrzemowymi, ktéore wywotywaty

jedynie apoptoze w komorkach. Dendrypleksy PAMAM/siRNA indukowaly
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zardwno apoptoze jak i autofagie, a ich efekt byt umiarkowany. Najsilniejszy efekt
zauwazony zostat w przypadku CPD/siRNA, gdzie smier¢ komorki byla efektem
zaréwno nekrozy jak i apoptozy (Dzmitruk i wsp., 2015).

Dendrymery hybrydowe, ktore sq przedmiotem tej pracy, skompleksowane
z siRNA, wptywaly gltownie na wzrost frakcji komorek apoptotycznych. Jedynie
dla dendrypleksow zlozonych z SMT2 widoczny byl rowniez niewielki wzrost
frakcji nekrotyczne;j.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dendrymery SMT posiadaja potencjal jako
nanonosniki dla antyapoptotycznego siRNA. Jednakze, ze wzgledu na lepsze
wlasciwosci, szybsza internalizacje do komorek oraz indukcje smierci gltownie
na drodze apoptozy to dendrymer generacji pierwszej (SMT1) wydaje si¢ lepszym
kandydatem do dalszych badan w kierunku idealnego nosnika dla gendow

w celowanej terapii genowej.
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Przeprowadzone doswiadczenia  pozwolilty = na  ustosunkowanie

si¢ do postawionych w pracy hipotez badawczych:

1. Dendrymery hybrydowe SMT dwoch generacji oddziatuja z wybranymi
biatkami enzymatycznymi (AST, LDH, AP).

2. Dendrymery hybrydowe generacji drugiej (SMT2) wykazuja cytotoksycznos¢
wobec mysich linii komorek nerwowych mHippoE-18 i N2a. Dendrymery
hybrydowe generacji pierwszej (SMT1) wykazuja cytotoksycznos¢ jedynie

wobec mysiej linii komérek nowotworowych N2a.

3. Dendrymery hybrydowe SMT generacji pierwszej (SMT1) z duzym

prawdopodobienstwem moga by¢ nosnikami dla siRNA.

Wyniki  badant  przedstawione ~w  pracy stanowia  podstawe
do sformulowania koncowego wniosku, iz dendrymery hybrydowe
karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe generacji pierwszej (SMT1) posiadaja
korzystniejsze wlasciwosci biologiczne, i w zwiazku z tym prawdopodobienstwo
zastosowania ich w medycynie jest wigksze niz w przypadku dendrymerdéw

generacji drugiej (SMT2).
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11. Streszczenie

Wiasciwosci biologiczne nanoczastek decyduja o mozliwosci ich zastosowania
w medycynie. Dlatego tez, ocena wlasciwosci biologicznych nanoczastek powinna
stanowic pierwszy bardzo wazny etap ich weryfikacji.

Przedstawione badania sgq préba okreslenia wlasciwosci biologicznych nowej
klasy dendrymerow hybrydowych karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych
dwodch generacji (SMT1 i SMT2), ktére powstaly jako hybryda trzech dobrze
poznanych klas dendrymeréw: karbokrzemowych, fosforowych oraz

wiologenowo-fosforowych.
Szczegotowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miaty na celu:

1. okreslenie oddzialywania dwoch generacji dendrymerow hybrydowych SMT
z wybranymi biatkami enzymatycznymi, tj. fosfataza alkaliczna,

dehydrogenaza L-mleczanowgq oraz aminotransferaza asparaginianowa;

2. ocena wplywu dwodch generacji dendrymerow hybrydowych SMT
na mysie linie komorek nerwowych na podstawie analizy wybranych

parametrow odpowiedzi komorkowej;

3. wykazanie czy hybrydowe dendrymery SMT moga by¢ potencjalnymi
nosnikami dla antyapoptotycznego siRNA.

W pierwszym etapie badan analizowano tworzenie kompleksow pomiedzy
wybranymi biatkami (AP, AST i LDH), a dendrymerami SMT z wykorzystaniem
pomiaréw potencjatu zeta oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM.
Ponadto, okreslono wptyw dendrymeréw SMT na strukture drugorzedowa biatek,
metoda dichroizmu kotowego oraz ich konformacje, wykonujac pomiar gaszenia
fluorescencji reszt tryptofanu.

Etap drugi przeprowadzono na dwoéch liniach mysich komoérek nerwowych:
mHippoE-18 i N2a. Analizowano wpltyw dendrymeréw SMT1 oraz
SMT2 na wybrane parametry odpowiedzi komorkowej. Cytotoksycznosc¢

dendrymeréw SMT wobec komorek oceniono z wykorzystaniem testu MTT.
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Ponadto, przeprowadzono analize¢ zmian poziomu reaktywnych form tlenu,
btonowego potencjalu mitochondrialnego, zmian morfologicznych oraz
ultrastrukturalnych, a takze wielkosci frakgi komorek apoptotycznych
i nekrotycznych.

W etapie trzecim pracy, analizie poddano tworzenie kompleksow pomiedzy
wybranym antyapoptotycznym siRNA (Bcl-2, Mcl-1 oraz Bcl-xl), a dendrymerami
SMT. W tym celu wykonano pomiar potencjatu zeta, analize widm dichroizmu
kotowego, elektroforeze zelowa oraz wykorzystano transmisyjna mikroskopie
elektronowa TEM. Nastepnie okreslono wplyw aktywnych dendrypleksow
(kompleksow siRNA z dendrymerami) na ludzka linie komorek ostrej biataczki
promielocytowej HL-60. Analizy cytotoksycznosci dokonano przy uzyciu testu
Alamar Blue. Oceniono réwniez stopien internalizacji dendrypleksow, morfologie
komorek po inkubacji z dendrypleksami oraz wielko$¢ frakci komorek

nekrotycznych i apoptotycznych.
Wykazano, ze:

1. dendrymery hybrydowe SMT dwoch generacji tworza kompleksy
z wybranymi biatkami enzymatycznymi (AST, LDH, AP), a takze wptywaja

na ich strukture drugorzedowa oraz konformacje;

2. dendrymery hybrydowe generacji drugiej (SMT2) wykazuja cytotoksycznosé
wobec mysich linii komoérek nerwowych mHippoE-18 i N2a indukujac w nich
apoptoze. Dendrymery hybrydowe generacji pierwszej (SMT1) wykazuja
cytotoksycznos¢ jedynie wobec mysiej linii komoérek nowotworowych N2a
powodujac w nich poczatkowy wzrost poziomu reaktywnych form tlenu
i bfonowego potencjatu mitochondrialnego, a po 48 godz. drastyczny spadek
tych parametrow czego konsekwencja jest spadek zywotnosci oraz wzrost

frakcji komoérek apoptotycznych;

3. dendrymery hybrydowe SMT sa w stanie tworzy¢ z siRNA stabilne
kompleksy, zdolne do wnikania do komorek HL-60 i indukowania w nich
apoptozy. Jednakze, to dendrymery generacji pierwszej (SMT1) wydaja sie
by¢ bardziej efektywne jesli chodzi o dostarczanie siRNA do komorek
HL-60.
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Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciagna¢ wniosek,
iz dendrymery hybrydowe karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe generacji
pierwszej (SMT1) posiadaja korzystniejsze wlasciwosci biologiczne, a potencjat
zastosowania ich w medycynie jest wigkszy niz w przypadku dendrymerdéw
generacji drugiej (SMT2).

Uzyskane wyniki stanowig solidng baze informacji oraz podstawe do dalszej,
szczegotowej analizy toksycznosci dendrymeru hybrydowego SMT generacji
pierwszej (SMT1) wobec komdrek nowotworowych oraz jego potencjatu jako

nosnika dla materialu genetycznego.
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12. Summary

The biological properties of nanoparticles determine the possibility of their use
in medicine. Therefore, the assessment of the biological properties
of nanoparticles should be the very first important stage in their evaluation.

The aim of the research was to determine the biological properties
of a new class of two generations of hybrid dendrimers (SMT1 and SMT2) which
were made as hybrids of three well-known classes of dendrimers: carbosilane,

viologen-phosphorus and phosphorus.

Detailed in vitro studies, aimed at:

1. Determination of the interaction of two generations of hybrid SMT dendrimers
with selected proteins, i.e. alkaline phosphatase, L-lactate dehydrogenase and

aspartate aminotransferase.

2. Determination of the influence of two generations of hybrid SMT dendrimers
against murine neural cell lines based on the analysis of chosen parameters

of the cell response.

3. Determining whether hybrid SMT dendrimers have potential as carriers

for anti-apoptotic siRNA.

Analysis of the complexes between selected proteins (AP, AST and LDH)
and SMT dendrimers was performed with the use of zeta potential measurements
and transmission electron microscopy TEM. The effect of SMT dendrimers
on the secondary structure of proteins was measured by circular dichroism.
Conformation of selected proteins in the presence of SMT dendrimers was
determined by measuring the quenching of fluorescence of tryptophan residues.

Determination of the influence of two generations of hybrid SMT dendrimers
against cells based on the analysis of chosen parameters of the cell response was
performed on two lines of murine neural cell lines: mHippoE-18 and N2a.
Cytotoxicity of SMT dendrimers was assessed using the MTT assay. Analysis
of changes in the level of reactive oxygen species, transmembrane mitochondrial
potential, morphological and ultrastructural changes as well as the analysis

of fractions of apoptotic and necrotic cells were also performed.
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The first step in determining whether hybrid SMT dendrimers have potential
as carriers for anti-apoptotic siRNA, was the analysis of dendriplex
(dendrimers:siRNA complex) formation. The complexation between selected
anti-apoptotic siRNA (Bcl-2, Mcl-1 and Bcl-xl) and SMT dendrimers was evaluated
using zeta potential measurement, the analysis of circular dichroism spectra, gel
electrophoresis and transmission electron microscopy TEM. Afterwards, the effect
of active dendriplexes on human promyelocytic leukemia cells HL-60 was
determined. Cytotoxicity evaluation was performed using the Alamar Blue test.
The degree of internalization, as well as cell morphology after incubation with
dendriplexes and the analysis of fractions of apoptotic and necrotic cells were also

performed.
It has been proved that:

1. Two generation of hybrid SMT dendrimers form complexes with selected
proteins (AST, LDH, AP). They also affect their secondary structure and
conformation.

2. Second generation of hybrid dendrimers (SMT2) exhibit cytotoxicity against
murine neural cell lines: mHippoE-18 and N2a by inducing apoptosis.
The first generation of hybrid dendrimers (SMT1) exhibit cytotoxicity only
against the murine tumor cell line N2a, by causing after 30 min an increase
in the level of reactive oxygen species and transmembrane mitochondrial
potential, and after 48 hours a drastic decrease in these parameters, decrease
in viability and an increase in the fraction of apoptotic cells.

3. Hybrid SMT dendrimers are able to form stable complexes with siRNAs
which are able to internalize and induce apoptosis in HL-60 cells. However,
the first generation dendrimer (SMT1) seems to be more efficient in delivering
siRNA into the cells HL-60.

The conclusion, that the first generation of carbosilane-viologen-phosphorus
dendrimers (SMT1) has more favourable biological properties, and the potential
of its application in medicine is higher than in the case of the second generation
dendrimers (SMT2) has been made based on the studies.

The obtained results provide a solid foundation for further, more specific
analysis of the first generation of hybrid SMT dendrimer (SMT1), their toxicity

against cancer cells and potential as a carrier for genetic material.
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